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Isolasi dan Identifikasi Bakteri Endofit dari Rimpang Temulawak (Curcuma
xanthorrhiza) Sebagai Penghasil Senyawa Antibakteri Terhadap
Propionibacterium acnes

Aprilia Dwi Fatimah, Liliek Harianie A.R., Kivah Aha Putra

Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana
Malik Ibrahim Malang

ABSTRAK

Temulawak adalah salah satu tanaman dapat digunakan sebagai obat anti jerawat karena
membantu meredakan jerawat yang diakibatkan bakteri patogen. Terdapat banyak faktor
yang dapat menyebabkan jerawat salah satunya diakibatkan infeksi bakteri. Peradangan
pada jerawat dapat akibatkan oleh bakteri seperti Propionibacterium acnes. Bakteri endofit
adalah mikroorganisme yang hidup di dalam jaringan tanaman tanpa menimbulkan gejala
penyakit pada inangnya, dan dapat diisolasi. Bakteri endofit mampu menghasilkan
senyawa bioaktif, salah satunya sebagai antimikroba. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui jenis bakteri endofit diisolasi dari rimpang temulawak dan memperoleh isolat
bakteri dari rimpang temulawak yang memiliki kemampuan menghasilkan antibakteri
Propionibacterium acnes. Jenis penelitian ini termasuk eksploratif dengan metode analisis
secara deskriptif kualitatif dan kuantitatif. Identifikasi bakteri endofit dilakukan dengan
pengamatan makroskopis meliputi bentuk, elevasi, tepi, dan warna koloni, kemudian
pengamatan mikroskopis dengan pewarnaan Gram. Setelah itu, isolat bakteri diujikan
terhadap bakteri penyebab jerawat yaitu Propionibacterium acnes. Isolat yang dapat
menghambat bakteri uji dilanjutkan dengan uji fitokimia, uji KHM serta KBM, dan
identifikasi dengan MALDI-TOF MS. Data yang diperoleh dianalisis secara deskriptif
kualitatif dan kuantitatif. Hasil dari penelitian ini didapatkan sebanyak 7 isolat bakteri
endofit. Hasil dari uji antibakteri terdapat 1 isolat yang dapat menghambat bakteri P. acnes
dengan kategori lemah (IST I 1), dan 2 isolat menghambat dengan kategori sedang yaitu
ISTL I 1 dan IST II 3. Hasil uji fitokimia pada isolat ISTL I 1 dan IST II 3 bahwa terdapat
kandungan flavonoid, alkaloid, dan saponin. Pada hasil KHM konsentrasi 6,25% isolat
bakteri endofit mampu menghambat pertumbuhan bakteri uji, sedangkan hasil KBM
menunjukkan isolat bakteri endofit tidak dapat membunuh bakteri uji. Hasil identifikasi
MALDI-TOF MS terkait spesies bahwa ISTL I memiliki hasil kemiripan sebesar 99.9%
dengan Bacillus cereus, sedangkan IST II 3 memiliki kemiripan dengan spesies
Enterobacter cloacae sebesar 50.0%.

Kata kunci: Bakteri endofit, identifikasi, isolasi, temulawak
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Isolation and Identification of Endophytic Bacteria from Temulawak
Rhizomes (Curcuma xanthorrhiza) as Producers of Antibacterial Compounds
Against Propionibacterium acnes

Aprilia Dwi Fatimah, Liliek Harianie A.R., Kivah Aha Putra

Biology Study Program, Faculty of Science and Technology, State Islamic
University Maulana Malik Ibrahim Malang

ABSTRACT

Temulawak is a plant that can be used as an anti-acne medication because it helps to
alleviate acne caused by pathogenic bacteria. There are many factors that can cause acne,
one of which is bacterial infection. Inflammation in acne can be caused by bacteria such as
Propionibacterium acnes. Endophytic bacteria are microorganisms that live within plant
tissues without causing disease symptoms in their host and can be isolated. Endophytic
bacteria are capable of producing bioactive compounds, one of which acts as an
antimicrobial. This study aims to identify the types of endophytic bacteria isolated from
temulawak rhizomes and to obtain bacterial isolates from temulawak rhizomes that have
the ability to produce antibacterial compounds against Propionibacterium acnes. This type
of research is exploratory with qualitative and quantitative descriptive analysis methods.
Identification of endophytic bacteria is conducted through macroscopic observation
including the shape, elevation, margin, and color of the colony, followed by microscopic
observation with Gram staining. Subsequently, the bacterial isolates are tested against acne-
causing bacteria, namely Propionibacterium acnes. Isolates that can inhibit the test bacteria
are further subjected to phytochemical testing, Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) tests, and identification with MALDI-
TOF MS. The obtained data are analyzed descriptively in both qualitative and quantitative
manners. The results of this study found seven endophytic bacterial isolates. The
antibacterial test results showed that one isolate could inhibit P. acnes with a weak category
(IST11), and two isolates inhibited with a moderate category, namely ISTL I 1 and IST II
3. The phytochemical test results on isolates ISTL I 1 and IST II 3 revealed the presence of
flavonoids, alkaloids, and saponins. In the MIC test, a concentration of 6.25% of the
endophytic bacterial isolate was able to inhibit the growth of the test bacteria, whereas the
MBC test results indicated that the endophytic bacterial isolate could not kill the test
bacteria. MALDI-TOF MS identification results related to species showed that ISTL I had
a 99.9% similarity with Bacillus cereus, while IST II 3 had a 50.0% similarity with
Enterobacter cloacae.

Keywords: Endophytic bacteria, identification, isolation, temulawak
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia termasuk salah satu negara yang kaya akan keanekaragaman
hayatinya, dikarenakan termasuk ke dalam wilayah yang memiliki iklim tropis,
sehingga menjadi suatu kelebihan dalam mendapatkan sumber bioaktif.
Keanekaragaman tumbuhan yang terdapat di Indonesia memiliki kandungan
metabolit sekunder yang dimanfaatkan sebagai antimikroba. Tumbuhan hidup
diiklim yang tropis dapat menghasilkan aktivitas senyawa metabolit sekunder yang
tinggi (Irdawati et al, 2017).

Allah SWT menciptakan keanekaragaman hayati sebagai rahmat yang
diberikan serta untuk dimanfaatkan manusia, dalam Al-Qur’an surat Asy-Syu'ara’

ayat 7-8 Allah SWT berfirman:

P é )~ — o
K iVadia bl @ ;;@,yu,@u\;fﬂ\g \,,(J,
P S
@ oy r—‘US\
Artinya: “Apakah mereka tidak memperhatikan bumi, betapa banyak Kami telah
menumbuhkan di sana segala jenis (tanaman) yang tumbuh baik?
Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar terdapat tanda

(kekuasaan Allah), tetapi kebanyakan mereka tidak beriman.” (QS: Asy-
Syu'ara' [26]:7-8)

Menurut tafsir Al-Mishbah, penjelasan ayat tersebut menyatakan bahwa
kaum musyrikin menolak untuk percaya dan bahkan mencemooh ayat Allah. Kaum
tersebut menolak karena sikap keras kepala. Disituasi ini mereka ditanyakan,
apakah mereka akan terus mempertahankan kekufurannya meskipun banyak bukti
yang telah disajikan dan tersebar? Apakah mereka tidak mau memperhatikan

gugusan bintang di langit dan tidak melihat ke luasannya bumi, serta segala isinya?



Allah telah menumbuhkan berbagai macam jenis tumbuhan di sana, yang semua
tumbuh subur dan bermanfaat. Hal ini merupakan tanda yang menunjukkan
keberadaan Pencipta Yang Maha Esa memiliki kekuasaan untuk menghidupkan dan
membangkitkan yang telah mati. Namun, disayangkan bahwa mereka tidak
memperhatikan tanda-tanda tersebut, sehingga tidak menemukannya, dan sebagian
besar dari mereka tidak akan termasuk golongan orang yang beriman. (Shihab,
2002).

Allah SWT menciptakan segala jenis tumbuhan dengan keberagaman
manfaatnya bagi setiap makhluk di bumi. Salah satu jenis tumbuhan yang
diciptakan Allah SWT yaitu tumbuhan obat. Tumbuhan obat ini memiliki berbagai
bagian seperti buah, daun, akar, bunga, getah (resin), batang (kulit), dan rimpang
yang mengandung senyawa aktif yang bermanfaat sebagai penyembuh penyakit
serta untuk menjaga kesehatan (Yassir & Asnah, 2019). Tumbuhan yang seringkali
dimanfaatkan sebagai obat adalah temulawak.

Tanaman obat temulawak termasuk tanaman yang diminati masyarakat
karena kandungan kurkumin dan minyak atsirinya yang memiliki manfaat untuk
meningkatkan fungsi ginjal, merangsang nafsu makan, mengatasi gangguan hati,
dan menurunkan demam. Permintaan akan temulawak semakin meningkat seiring
dengan pertumbuhan industri farmasi, obat tradisional, dan kosmetika yang
membutuhkan temulawak sebagai bahan utama (Karimah et a/, 2013). Temulawak
memiliki manfaat sebagai obat jerawat karena membantu mengurangi jerawat yang
disebabkan oleh bakteri patogen (Dermawaty, 2015).

Jerawat merupakan masalah kulit umum yang mempengaruhi penampilan

seseorang. Jerawat, atau yang dikenal sebagai acme vulgaris, terjadi karena



peradangan pada folikel sebaceous, yang ditunjukkan oleh munculnya komedo,
pustula, dan papula di area wajah, bahu, dada, punggung atas, serta lengan atas.
Biasanya, kondisi ini muncul pada masa remaja dan seringkali dapat sembuh
sendiri. Patofisiologi jerawat disebabkan empat faktor yang saling mempengaruhi,
yaitu hiperkeratosis folikular, invasi bakteri, peningkatan produksi sebum, dan
peradangan (Madelina & Sulistiyaningsih, 2018). Jerawat timbul ketika kelenjar
minyak kulit meningkat aktivitasnya, menyebabkan pori-pori kulit tersumbat oleh
penumpukan lemak yang berlebihan. Apabila penumpukan ini tercampur dengan
keringat, debu, dan kotoran lainnya, dapat terbentuk komedo yang berwarna hitam
di atasnya. Komedo ini bisa terinfeksi oleh bakteri, yang mengakibatkan
peradangan kulit yang dikenal sebagai jerawat (Handayani, 2015).

Jerawat bukanlah kondisi kulit yang mengancam jiwa, namun
keberadaannya dapat menyebabkan dampak psikologis yang mengurangi rasa
percaya diri dan mempengaruhi kualitas hidup seseorang. Jerawat juga dapat
menimbulkan bekas luka pada kulit, sehingga membuat permukaan kulit menjadi
tidak rata dan berlubang secara permanen, serta menyebabkan perubahan fisik pada
tubuh (Wardani, 2020). Menurut Meliala & Riri (2020) bahwa perubahan yang
terjadi akibat jerawat dapat menimbulkan kekhawatiran dan depresi. Oleh sebab itu,
penanganan masalah kulit seperti jerawat sangat penting. Selain itu, wajah yang
berjerawat juga dapat mempengaruhi perkembangan psikososial, termasuk rasa
percaya diri. Menurut Latifah dan Kurniawaty (2015) Ada berbagai faktor yang
dapat menyebabkan jerawat, termasuk faktor genetik atau keturunan, hormon,
kondisi psikologis, dan infeksi bakteri. Peradangan pada jerawat dapat disebabkan

oleh bakteri seperti Propionibacterium acnes (Fissy et al, 2014). Hasil penelitian



Yousif & Rassool (2016) menemukan isolat bakteri dari pasien berjerawat yang
banyak ditemukan yaitu jenis Staphylococcus epidermidis dan Propionibacterium
acnes.

Menurut penelitian yang dilakukan oleh Febriyossa & Novita (2021),
temulawak menunjukkan daya hambat yang lebih tinggi terhadap Staphylococcus
aureus dibandingkan dengan kunyit dan jahe, dengan nilai hambatan sebesar 14,13
mm. Selain itu, penelitian oleh Anggraeni (2020) menunjukkan bahwa temulawak
memiliki aktivitas paling kuat terhadap bakteri penyebab jerawat,
Propionibacterium acnes. Hasilnya menunjukkan bahwa ekstrak temulawak lebih
efektif dalam menghambat pertumbuhan bakteri P. acnes, dengan nilai konsentrasi
hambat minimal 32 mg/ml, dibandingkan dengan S. aureus yang mencapai 64
mg/ml dan S. epidermidis yang mencapai 256 mg/ml.

Menurut penelitian yang dilakukan oleh Zahrah et al. (2018), ekstrak
rimpang temulawak menunjukkan aktivitas antibakteri terhadap bakteri
Propionibacterium acnes, dengan konsentrasi minimum yang menghambat
pertumbuhannya adalah 25 pg/ml. Selain itu, konsentrasi minimum yang dapat
membunuh P. acnes adalah 50 png/ml. Hal ini disebabkan oleh adanya senyawa aktif
dalam temulawak, seperti minyak atsiri, flavonoid, alkaloid, terpenoid, dan
kurkuminoid.

Penelitian mengenai komponen aktif rimpang temulawak yang berpotensi
sebagai antimikroba telah banyak dilakukan (Zahrah et al., 2018). Selain itu,
rimpang temulawak telah banyak dimanfaatkan di rumah tangga maupun di dalam
suatu industri, contohnya industri farmasi. Hal ini membutuhkan teknik pengolahan

yang baik untuk menjaga kualitas, membutuhkan biaya tinggi, dan menghadapi



banyak kendala jika dikembangkan diskala industri. Oleh karena itu, diperlukan
bahan bioaktif alternatif yang lebih murah dan ramah lingkungan. Salah satu
solusinya adalah memanfaatkan mikroorganisme pada tumbuhan, yaitu bakteri
endofit (Miliana & Wahyu, 2015).

Bakteri endofit merupakan mikroorganisme yang hidupnya di jaringan
tumbuhan, tidak akan menimbulkan gejala penyakit pada tanaman inangnya, dan
dapat diisolasi dari jaringan tanaman tersebut. Mikroba endofit dapat ditemukan di
berbagai bagian tanaman, seperti akar, biji, batang, ovula, umbi, daun, dan buah.
Mikroorganisme memiliki siklus hidup yang lebih singkat daripada tanaman dan
dapat dengan mudah tumbuh, serta mampu menghasilkan senyawa bioaktif dalam
jumlah besar melalui proses fermentasi (Milliana & Wahyu, 2015). Keberadaan
endofit mempengaruhi sejumlah aktivitas penting pada tanaman inang. Mikroba
endofit biasanya memasuki tumbuhan melalui akar dan udara misal batang, bunga
batang, kotiledon, dan daun. Mikroba endofit berada di titik masuk dan dapat
menyebar ke seluruh bagian tanaman. Mikroba endofit dapat menetap di ruang
antar sel, dalam sel tanaman, dan dalam sistem vaskular tanaman. Setelah menetap
di jaringan tanaman, mikroba dapat menghasilkan senyawa metabolit, termasuk
senyawa antimikroba (Zulfarina et al, 2022).

Penelitian bakteri endofit dari rimpang temulawak telah dikaji antara lain
Milliana & Wahyu (2015) dalam penelitiannya memperoleh 4 isolat bakteri endofit
dari rimpang temulawak yang memiliki kemampuan untuk menghambat
pertumbuhan fungi vji Candida albicans kisaran 0,4 mm - 0,45 mm. Sedangkan
hasil penelitian Imawati (2015) mendapatkan 4 isolat bakteri endofit yang dapat

menghambat bakteri Pseudomonas aeruginosa sebagai bakteri negatif dengan zona



hambatnya kisaran 3,3 mm - 5,6 mm dan Staphyllococcus epidermidis sebagai
bakteri positif dengan daya hambat kisaran 1,7 mm — 4,7 mm.

Penelitian mengenai bakteri endofit rimpang temulawak sebagai antibakteri
banyak menggunakan difusi cakram sebagai metodenya, dan hasil ujinya memiliki
daya hambat lemah hingga sedang. Pada penelitian ini bakteri yang digunakan yaitu
Propionibacterium acnes termasuk dalam bakteri anaerob fakultatif (Baraga et al.,
2022) yang dapat tumbuh tersebar di seluruh media, sehingga dalam uji antibakteri
penelitian ini menggunakan metode difusi sumuran yang dapat menguji bakteri
anaerob fakultatif (Sari & Prayudyaningsih, 2017).

Menurut Milliana & Wahyu (2015), bakteri endofit yang diisolasi dari
tumbuhan memiliki potensi untuk menghasilkan metabolit sekunder yang serupa
pada tumbuhan inangnya, bahkan mungkin dalam konsentrasi yang lebih tinggi.
Karena bakteri endofit memperoleh nutrisi dari tanaman tersebut, tidak perlu
mengambil tumbuhan aslinya untuk mendapatkan manfaatnya. Oleh karena itu,
penelitian isolasi dan identifikasi bakteri endofit dari rimpang temulawak yang
memiliki kemampuan antibakteri terhadap bakteri Propionibacterium acnes
menjadi sangat penting. Senyawa antibakteri yang didapatkan dari penelitian ini
diharapkan dapat membantu pasien yang mengalami infeksi bakteri, termasuk

Propionibacterium acnes yang merupakan penyebab jerawat.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan uraian latar belakang di atas, rumusan masalah dalam
penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Bagaimana karakter morfologi makroskopis dan mikroskopis isolat bakteri

endofit dari rimpang temulawak (Curcuma xanthorrhiza)?



. Apakah isolat bakteri endofit rimpang temulawak berpotensi sebagai
antibakteri Propionibacterium acnes?
. Apa hasil identifikasi spesies bakteri endofit rimpang temulawak yang

mampu menghambat Propionibacterium acnes dengan MALDI-TOF MS?

1.3 Tujuan

Berdasarkan rumusan masalah yang telah diuraikan, penelitian ini

bertujuan untuk:

1.

Untuk mengetahui karakter morfologi makroskopis dan mikroskopis isolat

bakteri endofit dari rimpang temulawak (Curcuma xanthorrhiza).

2. Untuk memperoleh isolat bakteri endofit dari rimpang temulawak (Curcuma
xanthorrhiza) yang berpotensi sebagai antibakteri Propionibacterium acnes.

3. Untuk mengetahui spesies bakteri endofit rimpang temulawak yang mampu
menghambat Propionibacterium acnes.

1.4 Manfaat
Penelitian ini diharapkan memberikan manfaat sebagai berikut:

1. Meningkatkan pemahaman dalam bidang mikrobiologi kesehatan, terutama
mengenai bakteri endofit yang berasal dari rimpang temulawak dan memiliki
potensi untuk memproduksi senyawa antibakteri.

2. Mendapatkan pengalaman dalam teknik isolasi dan identifikasi bakteri
endofit yang berasal dari rimpang temulawak.

3. Memberikan informasi ilmiah tentang bakteri endofit yang memiliki

kemampuan untuk menghasilkan senyawa antibakteri.



1.5 Batasan Masalah
Batasan masalah dalam penelitian ini adalah:

1. Bakteri endofit yang digunakan dalam penelitian ini diisolasi dari rimpang
temulawak yang berasal dari kebun rumah warga di daerah jalan Sunan
Kalijaga, Lowokwaru, Kota Malang.

2. Bakteri uji yang digunakan dalam penelitian adalah Propionibacterium acnes
dari PT. Agritama Sinergi Inovasi Bandung, Indonesia. Kode strain ATCC-
6919.

3. Aktivitas antibakteri dilihat berdasarkan diameter zona hambat, konsentrasi

hambat minimum dan konsentrasi bunuh minimum.



BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Temulawak
2.1.1 Morfologi Temulawak dan Klasifikasinya

Temulawak (Curcuma xanthorrhiza) merupakan tumbuhan tahunan yang
tumbuh berkelompok dan memiliki batang semu dengan dengan tinggi 2-2,5 meter.
Setiap kelompok terdiri dari beberapa tanaman, biasanya berkisar antara 3 hingga
9 anakan, dan masing-masing tanaman memiliki antara 2 hingga 9 daun.
Temulawak memiliki daun yang panjang dan lebar, dengan panjang sekitar 50-55
cm dan lebar sekitar 18 cm. Tanaman temulawak berbunga sepanjang tahun secara
bergantian dari rimpangnya. Tangkai bunganya panjangnya sekitar 3 cm, dan
memiliki susunan bunganya (inflorescentia) dengan panjangnya dapat mencapai
1,5 cm. Setiap ketiak daun mengandung sekitar 34 bunga. Tangkai bunganya
ramping serta berbulu dengan panjang antara 4 hingga 37 cm. Bulir bunga
temulawak berbentuk bulat memanjang yang panjangnya dapat sebesar 23 cm.
Bunga temulawak dilengkapi banyak daun pelindung yang panjangnya bisa
melebihi atau kadang-kadang hamper sama dengan panjang pada mahkota
bunganya. Bunga temulawak mekar di pagi hari dan layu pada sore hari (Rahmat et
al.,2021).

Rimpang induk temulawak berbentuk bulat oval mirip telur, sementara
rimpang cabang yang tumbuh di bagian samping berbentuk memanjang. Setiap
tanaman memiliki sekitar 3 hingga 4 rimpang cabang. Temulawak memiliki sistem
akar serabut yang panjangnya sekitar 2,5 cm dengan posisinya tidak teratur
(Rahmat, et al. 2021). Terdapat dua jenis rimpang temulawak, yaitu rimpang induk

dan rimpang cabang. Rimpang induk memiliki warna yang kuning tua atau cokelat
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kemerahan, dan bagian dalamnya warna jingga kecokelatan. Rimpang cabang, yang
tumbuh dari rimpang induk, memiliki ukuran lebih kecil dan warna lebih muda.
Tanaman temulawak memiliki akar dengan ujung yang melebar. Genus Curcuma
terdiri dari sekitar 60 hingga 80 spesies. Gambar morfologi dari rimpang temulawak

dapat dilihat pada gambar 2.1.

Gambar 2.1. Morfologi Temulawak. (a) daun dan batang, (b) bunga, (c) rimpang,
(d) serbuk temulawak (Rahmat et al., 2021).

Klasifikasi dari temulawak (Curcuma xanthorrhiza Roxb) menurut Kustina,

et al. (2020) sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Division : Magnoliophyta
Subdivisions : Angiosperms
Class : Monocotyledonae
Order : Zingiberales

Family : Zingiberaceae
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Genus : Curcuma
Species : Curcuma xanthorrhiza

Binominal name : Curcuma xanthorrhiza Roxb.

2.1.2 Tempat Pertumbuhan Temulawak

Tanaman temulawak (Curcuma xanthorrhiza) membutuhkan intensitas
cahaya matahari yang rendah, temulawak secara alami dapat tumbuh di bawah
naungan pohon jati, bambu, dan termasuk tanaman yang campuran. Namun,
tanaman ini juga mampu tumbuh di area terbuka dengan paparan sinar matahari
langsung. Tanaman ini memiliki kemampuan adaptasi yang tinggi terhadap
berbagai kondisi cuaca di wilayah yang memiliki iklim tropis. Tanaman temulawak
umumnya hidup dilingkungan yang memiliki suhu berkisar 19-30 °C dengan
intensitas cahaya relatif 59-82% (Said, 2007).

Temulawak dapat tumbuh subur di tanah yang gembur untuk mencapai
ukuran yang besar. temulawak tidak hanya dapat tumbuh di dataran redah, tetapi
juga dapat tumbuh diketinggian tanah 1.500 meter di atas permukaan laut (dpl),
perkarangan, tanah kering, padang alang-alang, dan ladang (Syamsudin ef al.,
2019). Rimpang temulawak dapat dipanen pada umur sekitar 9-12 bulan, hal ini
berkaitan dengan sintesis kurkumin yang dimulai saat umur 120 hari setelah tumbuh
tunas dan mencapai tingkat optimal saat umur 180 190 hari setelah pembungaan
(Said, 2007). Perbanyakan tanaman temulawak dapat dilakukan dengan
memisahkan anakan rimpang yang tumbuh didekat batang dan menanam rimpang

yang sudah tua (Fauzi, 2019).
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2.1.3 Kandungan dan Manfaat Temulawak

Temulawak termasuk dalam famili Zingiberaceae yang dikenal sebagai
tumbuhan jahe-jahean. Menurut jurnal Mutaqin et a/. (2017) tanaman dari famili
Zingiberaceae sering dimanfaatkan sebagai makanan, bahan obat, bumbu masakan,
dan minuman. Sebagaimana dijelaskan dalam ayat Al-Qur'an, surah Al-Insan ayat
17-18.:

z 5 P Tz 5 - HP
o, s | -~ M Zs - . RS L P “ = o /.s:,)/
Ap : dyvp \ N0 )
AL o~ A e e * J . ﬁ 'y J
~ ~
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Artinya: “Di sana mereka diberi segelas minuman bercampur jahe. (yang
didatangkan dari) sebuah mata air (di surga) yang dinamakan Salsabil.”
(QS: Al-Insan [76]: 17-18)

Tafsir Al-Mishbah menjelaskan ayat tersebut bahwa penghuni surga
disuguhkan dengan minuman yang terbuat dari jahe, tetapi minuman tersebut tidak

sama dengan jahe yang ada di dunia. Jahe tersebut berasal dari mata air surgawi
memiliki karakteristik khusus yang disebut sebagai sahalal. Kata (Slalw)
"salsabilan" diartikan oleh banyak ulama sebagai sesuatu yang mengalir dengan
sangat mudah di tenggorokan. Kata ini memiliki makna yang serupa dengan (u<lw)
salis dan (JYslw) silsal, namun dalam ayat ini, huruf "—" (ba') dan "=" (ya’)
ditambahkan untuk mengemukakan kelancarannya. Menurut Ibn 'Asyur, kata
tersebut merupakan akronim dari kata (s &)y gs-salasah yang berarti lancar dan
(ALl "gs-sabalah" yang berarti tercurah, yang keduanya berasal dari kata (Jx)

"sabil" yang berarti jalan. Oleh karena itu, hal ini menunjukkan bahwa minuman
tersebut sangat mudah diminum. Apapun interpretasinya, yang jelas minuman

tersebut adalah dari mata air surga (Shihab, 2002).
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Menurut Mutaqin et al. (2017), tanaman rempah memiliki manfaat sebagai
pengobatan tradisional yang umumnya diperoleh dari generasi ke generasi. Bagian
tanaman yang umumnya digunakan yaitu rhizome atau rimpangnya. Ada beberapa
jenis tanaman dalam famili Zingiberaceae yang umumnya digunakan sebagai obat,
salah satunya yaitu temulawak (Curcuma xanthorrhiza). Temulawak mengandung
senyawa aktif secara fisiologis diantaranya kurkuminoid dan minyak atsiri.
Kandungan urkuminoid pada temulawak memiliki manfaat diantaranya untuk
antibakteri, antioksidan, antikanker, dan antitumor. Temulawak terdapat kandungan
kurkuminoid sekitar antara 1-2%, dan kandungan minyak atsiri berkisar 3-12%..
Kandungan minyak atsiri dalam temulawak seperti limonen sebagai pemberi
aroma, sedangkan kandungan flavonoidnya berkhasiat menyembuhkan radang
(Dermawaty, 2015). Kandungan yang terdapat pada temulawak diantaranya yaitu
protein, air, abu, pati, kurkumin, dan lemak (Syamsudin, 2019).

Kandungan minyak atsiri pada temulawak diantaranya felandren, pinen
dipenten, metilchavikol, anetol, anisaldehida, asam anisat, kamfer, dan fenchon.
Rimpang temulawak terdapat kandungan minyak lemak (Dermawaty, 2015).
Minyak atsiri pada temulawak terdapat komponen utama yaitu xanthorrhizol yang
merupakan sesquiterpenoid tipe bisabolene yang diperoleh melalui hidrodistilasi.
Xanthorrhizol hanya ada di temulawak, sehingga menjadi pembeda tanaman ini dari
spesies Curcuma lainnya. Xanthorrhizol memiliki aktivitas biologis seperti sebagai
antibakteri, antiseptik, dan antibiotik. Kandungannya berkisar antara 2,6% hingga
13,6% (Salleh et al., 2016). Hasil penelitian Agustina et al. (2016) mengandung

berbagai metabolit sekunder diantaranya flavonoid, alkaloid, saponin, steroid, dan
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terpenoid yang berpotensi sebagai senyawa antibakteri (Azmin & Rahmawati,

2019).

2.2 Isolasi Bakteri

Isolasi bakteri adalah proses mengambil bakteri dari lingkungan sekitar atau
medium asalnya, kemudian menumbuhkannya di dalam medium buatan untuk
memperoleh biakan murni. Prinsip dasar isolasi yaitu memisahkan satu jenis
mikroba dari campuran mikroba lainnya. Proses ini dilakukan dengan cara
menumbuhkan mikroba pada media padat, karena sel-sel mikroba membentuk
koloni tetap pada tempatnya (Sabbathini & Pujiyanto, 2017).

Menurut Effendi (2020) bahwa terdapat beberapa cara yang dapat
digunakan untuk mendapatkan biakan murni dari suatu campuran biakan, dan dua
diantaranya yang umum digunakan adalah metode cawan gores dan cawan tuang.
Kedua metode ini didasarkan pada prinsip pengenceran dengan tujuan untuk
mengisolasi spesies individu. Proses ini dilakukan karena setiap koloni dapat

dipisahkan dari jenis sel tertentu yang dapat diamati (Effendi, 2020).

2.3 Identifikasi Bakteri

Suatu jenis bakteri dapat diketahui dengan dilakukannya identifikasi.
Identifikasi merupakan metode untuk mengetahui jenis bakteri berdasarkan ciri-ciri
khasnya. Proses ini bertujuan untuk menetapkan nama suatu organisme dalam suatu
kelompok tertentu berdasarkan persamaan dan perbedaan karakteristiknya.
Identifikasi bakteri melibatkan perbandingan ciri-ciri yang ada, dilakukan dengan

pengamatan morfologis dan fisiologis organisme tersebut (Sabbathini et al., 2017).
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2.3.1 Identifikasi Makroskopis Bakteri
Pengamatan makroskopik menurut Pikoli et al. (2020) terdiri dari tipe:
bentuk, margin, elevasi, dan warna koloni. Pengamatan morfologi koloni dapat
dibantu dengan mikroskop yang menggunakan lensa objektif 4x, sehingga sifat
koloni lebih terlihat jelas, terutama saat mengamati margin. Berikut jenis-jenis
karakter morfologi koloni isolat mikroorganisme menurut (Pikoli et al., 2020):
1. Bentuk koloni (wujud utuh koloni) yaitu: melingkar (Circular), berbenang
(Filamentous), tidak berpola (Irregular), menyerupai akar (Rhizoid),
menyerupai lensa (Spindle), dan melingkar dengan ukuran yang sangat kecil

(Punctiform).

c.
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Gambar 2.2. Bentuk-Bentuk Koloni Mikroba. (a) Circular, (b) Irregular,
(c) Filamentous, (d) Rhizoid, (e) Punctiform, dan (f) Spindle.
(Pikoli et al., 2020).

2. Tepi koloni (bentuk tepian koloni atau pinggiranya) terdiri dari: tepian koloni
tegas dan rata (Enmtire), tepian koloni menyerupai benang-benang
(Filamentous), tepian koloni berlekuk (Lobate), tepian koloni bergelombang
(Undulate), tepian koloni keriting atau berkerut (Curled), dan tepian koloni

berbentuk geligi (Serrate).

c
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Gambar 2.3. Tepi Koloni Mikroba. (a) Entire, (b) Filamentous, (c) Lobate,

(d) Undulate, (e) Undulate, dan (f) Serrate. (Pikoli et al.,
2020).

a
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3. Ketinggian pertumbuhan koloni, menonjol atau tidak dari permukaan agar
(Elevasi) berupa: koloni rata atau tingginya hampir sama permukaan agar
(Flat), koloni agak tinggi dari permukaan media (Raised), koloni cembung atau
seperti setengah lingkaran (Convex), koloni agak tinggi dari media dengan
puncak yang cembung (Umbonate), permukaannya cembung (Pulvinate), dan
terdapat cekungan kecil di tengah (Crateriform).

a. b. c. d. e.n f.
— P— P M

Gambar 2.4. Elevasi Koloni Mikroba. (a) Flat, (b) Raised, (c) Convex,
(d) Umbonate, (e) Pulvinate, dan (f) Crateriform. (Pikoli et
al., 2020).

4. Warna koloni (Pigmentasi) berupa: berwarna selain putih atau krem

(Pigmented) dan putih atau krem (tidak berpigmen).

Gambar 2.5. Warna Koloni Mikroba. (a, b) Pigmented, dan (c) Putih /
krem (tidak berpigmen). (Pikoli et al., 2020).

2.3.2 Identifikasi Mikroskopis Bakteri

Identifikasi mikroskopis pada bakteri dilakukan pada koloni bakteri yang
telah diisolasi melalui proses pewarnaan Gram, kemudian dilihat dengan
menggunakan mikroskop (Rahmah et al., 2023). Identifikasi mikroskopik dapat
dilakukan dengan pewarnaan Gram. Definisi pewarnaan Gram yaitu salah satu
teknik pewarnaan bakteri yang umum digunakan untuk identifikasi. Proses

identifikasi dengan pewarnaan Gram yaitu dengan pengecatan bakteri yang telah
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difiksasi menggunakan serangkaian larutan pewarna seperti kristal violet, yodium,
alkohol (sebagai bahan penghilang warna), dan larutan safranin atau air fuchsin.
Hasil dari pewarnaan pada bakteri jenis Gram positif warna selnya ungu disebabkan
bakteri tersebut dapat menahan zat pewarna kristal violet, sementara jenis bakteri
Gram negatif warna kristal violet akan hilang setelah dibilas, dan diberi pewarna
safranin atau air fuchsin, sehingga menghasilkan sel yang berwarna merah.
Identifikasi secara mikroskopis juga dilakukan dengan mengamati bentuk dari sel
bakterinya (Amin et al., 2023). Beberapa bentuk dari koloni bakteri menurut Pujiati,
P. (2015) sebagai berikut:
1) Bentuk Coccus (bulat)
Bentuk coccus (bulat) seperti buah beri kecil jika dilihat dibawah mikroskop.
Beberapa coccus dapat hidup sendiri-sendiri, ada juga yang berkoloni
berpasangan tergantung dari proses pembelahannya yang dapat melekat satu

sama lain.

Bentuk-Bentuk Bakteri Kokus

Stapilokokus

@

Monokokus Diplokokus

3B X

Streptokokus >
v Sarkina Tetrakokus

Gambar 2.6. Macam-Macam Bentuk Coccus pada Bakteri. (Amin ef al., 2023)
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2) Bentuk Basil (Batang)
Basil (batang) merupakan bakteri berbentuknya seperti batang atau silinder.
Beberapa basil panjang dan lebarnya dan bentuknya lonjong, Bantuk basil
menyerupai coccus disebut coccus-basil. Basil dapat membelah dalam satu

bidang

Bentuk-Bentuk Bakteri Basil

< >

Monobasil

€ D€ >

Diplobasil

€ B 9 i B 4 D

Streptobasil

Gambar 2.7. Macam-Macam Bentuk Basil. (Amin et al., 2023)

3) Bentuk Spiral
Spirilia (spirilium) bakteri yang berbentuk spiral. Berikut kelompok bakteri
berbentuk spiral:
a) Spiral yaitu memiliki lengkung lebih dari setengah lingkaran.
Contoh: Spirillum minor
b) Vibrio yaitu memiliki lengkung kurang dari setengah lingkaran.
Contoh: Vibrio comma
c) Spiroseta memiliki bentuk spiral yang halus dan lentur

Contoh: Treponema pallidum
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Bentuk-Bentuk Bakteri Spirilia

A~ &

Spiral Vibrio

Spiroseta

Gambar 2.8. Macam-Macam Bentuk Spiral. (Amin ef al., 2023)

4) Bentuk-bentuk lain pada bakteri

Alysiella filiformis Leptothrix
(tricome-shaped) (sheathed) Yersinia pestis
(pleumorfic)

Prosthecomicrobium Square
(star-shaped) bacteria

Gambar 2.9. Bentuk-Bentuk Lain pada Bakteri. (Amin et al., 2023)

2.3.3 Identifikasi MALDI-TOF MS

MALDI atau singkatan dari Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
merupakan istilah yang diperkenalkan tahun 1987. Maldi adalah metode ionisasi
lunak dalam spektrometri massa yang digunakan untuk menganalisis biomolekul
seperti glukosa, peptide, dan protein, serta molekul organik besar misalnya polimer,
dendrimer, dan makromolekul lainnya). Ketika diionisasikan secara konvensional
bahan-bahan tersebut mudah pecah atau rusak. Sampel yang akan dianalisis dengan
MALDI, sebelumnya diberi dengan larutan matriks yang terdapat kandungan
molekul kecil serta mampu menyerap sinar ultraviolet, dengan rasio pada sampel
sekitar 1000—10.000 : 1, umumnya yang digunakan berkisar 1000 : 1. Time of Flight

(TOF) adalah metode yang mengukur rasio massa pada muatan partikel. Pada
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prinsipnya, MALDI berfokus pada teknik ionisasi sampel dalam sumber ion,
sementara TOF berkaitan dengan teknik pemisahan ion dalam analisis.
(Andayaningsih & Siti, 2016). MALDI-TOF MS membantu idenitifkasi berbagai
jenis bakteri dengan mendeteksi bagian proteinnya (Alizadeh et al., 2021).

Matriks merupakan molekul kecil dari asam organik tertentu, dapat
menyerap energi yang dihasilkan oleh sinar laser yaitu ultraviolet ataupun
inframerah. Energi ini secara perlahan dialihkan ke molekul yang lebih besar dalam
sampel. Ada beberapa jenis matriks yang digunakan, tergantung pada target
persiapan sampel. Molekul dengan massa rendah (antara 1-10 kDa) menggunakan
Cyano4-Hydroxycinnamic Acid (CHCA), massa molekuler antara 10—100 kDa
menggunakan 2,5-dihydroxyacetophenone (2,5-DHAP) atau sinapinic acid (SA).
Sementara itu, untuk menganalisis senyawa dengan berat molekul rendah, seperti
glikoprotein, fosfopeptida, dan protein hidrofobik menggunakan matriks 2,5-
dihydroxybenzoic acid (DHB). Senyawa matriks akan membentuk kristal dan
bergabung dengan molekul analit, dikarenakann pelarut matriks memiliki sifat yang
mudah menguap, saat terjadi evaporasi, Ketika sinar laser mengenai kristal dalam
kondisi kedap udara, matriks-analit tersebut menyerap foton dan mengalami
ablation. Analit akan bertransisi dari bentuk kristal padat ke bentuk gas yang dapat
menguap, dan bersamaan dengan itu akan mengakibatkan pembentukan muatan
positif karena terjadinya transfer proton dari matriks. Molekul yang bermuatan
positif kemudian akan masuk ke dalam perangkat analisis. (Andayaningsih & Siti,
2016).

Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight Mass

Spectrometry (MALDI-TOF MS) memiliki 3 tipe yaitu Andromas, BioMérieux,
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dan Bruker daltonics. Ketiganya memiliki hasil interpretasi yang berbeda-beda.
Kelebihan dari identifikasi MALDI-TOF MS diantaranya pengoperasian yang
mudah, waktu deteksi lebih efisien dibandingkan dengan metode biokimia
tradisional., analisis sampel dalam skala besar, dan akurasi yang tinggi
(Kemalaputri et al., 2017), sedangkan kekurangan dari alat MALDI-TOF ini yaitu
database yang ada terbatas sehingga tidak semua jenis spesies dapat diidentifikasi
menggunakan metode ini, alat ini tidak dapat membedakan spesies yang berkerabat
dikarenakan kesamaan yang melekat pada organisme itu sendiri contohnya tidak
dapat membedakan E. coli dari Shigella (Rychert, 2019).

Pengidentifikasian mikroba dengan menggunakan alat MALDI-TOF MS
dilakukan dengan membandingkan Peptide Mass Fingerprinting (PMF) dari
sampel dengan PMF yang telah tercatat dalam basis data atau dengan
membandingkan massa biomarker dari organisme sampel dengan entri dalam
database proteom. Pencocokan PMF dilakukan dengan membandingkan spektrum
massa (MS) dari sampel isolat mikroba dengan spektrum massa dari isolat mikroba
yang tersedia di database. Identifikasi mikroba dilakukan pada tingkat spesies
dengan menggunakan rentang massa tipikal m/z sebesar 2—20 kDa, yang sebagian
besar mencakup protein ribosom dan beberapa protein housekeeping (Singhal, et
al., 2015).

Prinsip pengukuran alat MALDI-TOF MS didasarkan pada kemampuan
medan listrik atau magnet untuk membelokkan aliran ion, masing-masing bermassa
dan bermuatan sebanding dengan lintasannya. Spektrometri massa dapat dibagi

menjadi tiga langkah:



a. Ruang ionisasi yang menghasilkan ion dalam fase gas
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b. Penganalisis yang memilih ion berdasarkan rasio massa terhadap muatan (m/z)

c. Detektor yang mengubah arus ionik menjadi arus listrik.
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Gambar 2.10. Prinsip Pengoperasian MALDI-TOF MS‘Tipe BioMérieux (Lo

etal., 2017)

Penembakkan dengan sinar laser menghasilkan ion di ruang ionisasi. lon-

ion ini dipercepat menjadi medan listrik yang mengarahkannya ke penganalisis

yang memisahkannya berdasarkan waktu terbang bebasnya (TOF: Time-Of-

Flight). Molekul yang lebih kecil menangkap detektor terlebih dahulu, diikuti oleh

molekul terbesar, sesuai dengan rasio m/z. Benda-benda yang mempunyai

perbandingan m/z yang sama kemudian dipisahkan dengan cermin elektrostatis.

Detektor mengubah ion yang diterima menjadi arus listrik yang diperkuat dan

didigitalkan.
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2.4 Bakteri Endofit
2.4.1 Pengertian Bakteri Endofit

Islam menganjurkan untuk mempelajari sumber daya atau manfaat dari
organisme lain seperti mikroba atau hewan kecil lainnya, Allah SWT berfirman

dalam Al-Qur’an surah Al-Baqgarah ayat 26:
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Artinya: “Sesungguhnya Allah tidak segan membuat perumpamaan seekor nyamuk
atau yang lebih kecil daripada itu. Adapun orang-orang yang beriman
mengetahui bahwa itu kebenaran dari Tuhannya. Akan tetapi, orang-
orang kafir berkata, “Apa maksud Allah dengan perumpamaan ini?”’
Dengan (perumpamaan) itu banyak orang yang disesatkan-Nya. Dengan
itu pula banyak orang yang diberi-Nya petunjuk. Namun, tidak ada yang
Dia sesatkan dengan (perumpamaan) itu, selain orang-orang fasik.”

(QS: Al-Baqarah [2]: 26)

Penafsiran tafsir Al-Mishbah mengenai ayat di atas bahwa Allah tidak ragu
untuk membuat perumpamaan atau contoh yang mengesankan, bahkan jika itu
berupa sesuatu yang kecil seperti kutu atau yang lebih kecil dari itu. Hal ini
dimaksudkan untuk menunjukkan bahwa kebenaran tidak selalu terlihat besar atau
menonjol, dan dapat dianggap tidak pantas oleh orang-orang kafir. Bagi orang-
orang yang beriman dengan iman yang benar, mereka menyadari bahwa setiap
perumpamaan yang diberikan Allah adalah kebenaran yang sempurna yang berasal
dari-Nya, Tuhan mereka yang memberikan bimbingan untuk melindungi mereka.
Sementara orang-orang kafir, baik yang kekufurannya terang-terangan maupun

yang menyembunyikan kekufurannya, terus-menerus bertanya-tanya tentang
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maksud Allah dalam memberikan perumpamaan seperti itu. Namun, jawaban atas
pertanyaan mereka adalah bahwa perumpamaan itu membutakan dan membelokkan
banyak orang dari kebenaran, karena mereka tidak mau memahami. Namun, bagi
orang-orang yang tetap teguh dalam keyakinan mereka terhadap keagungan Allah,
Dia terus memberikan petunjuk tambahan. Allah tidak menyesatkan orang yang Dia
sesatkan, karena mereka yang sesat adalah orang-orang yang sebelumnya telah
tenggelam dalam kefasikan yang mendalam dalam jiwa mereka (Shihab, 2002).

Makhluk yang lebih kecil dari nyamuk yaitu makhluk yang memiliki ukuran
lebih kecil dari nyamuk, misalnya bakteri, yang tidak sulit dilihat dengan mata
telanjang dan dapat diamati melalui mikroskop (Salim, 2022). Mikroba memiliki
ukuran kecil dan selalu dianggap merugikan oleh manusia, tetapi apapun yang Allah
SWT ciptakan di bumi pasti memiliki manfaatnya. Salah satu mikroba yang dapat
memberi manfaat yaitu bakteri endofit. Definisi bakteri endofit yaitu bakteri yang
berasosiasi dengan jaringan tanaman inang tanpa mengakibatkan dampak buruk dan
meningkatkan pertumbuhan tanaman dengan mengeluarkan berbagai zat bioaktif.
Bakteri endofit dapat diisolasi tanaman pada bagian batang, daun, biji, akar, bunga,
dan buah (Firdous ef al., 2019). Bakteri endofit yang ada di tanaman masuknya
dapat melalui kerusakan yang ada di daun, atau lewat proses perkecambahan biji,
akar-akar sekunder, stomata. Setelah berada di jaringan tanaman, bakteri dapat
ditemukan pada ruang antar sel, dalam jaringan pembuluh dan dalam sel (Resti et
al., 2013).

Akar pada tanaman dapat menjadi jalur masuknya bakteri endofit, selain itu
bakteri endofit dapat masuk melalui bagian tanaman yang terpapar udara seperti

bunga, batang, kotiledon, dan daun (melalui stomata). Bakteri endofit setelah
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masuk, dapat tumbuh menyebar ke seluruh bagian tanaman atau disatu titik tertentu.
Mikroba endofit juga hidup di ruang intersel atau dalam pembuluh vaskular, serta
di buah, daun, batang, dan akar (Purwanto et al., 2014).

Bakteri endofit yang hidup di dalam tanaman terdapat interaksi sebagai
suatu simbiosis. Interaksi yang terjadi antara bakteri endofit dan tanaman inangnya
bersifat netral atau mutualisme, dikarenakan tanaman inang akan mendapakan
senayawa aktif dan derivate nutrisi dari bakteri endofit untuk hidupnya, sedangkan
bakteri endofit akan memperoleh nutrisi dari hasil metabolism tanaman, serta
melindungi tanaman dari patogen (Purwanto et al., 2014). Bakteri endofit yang
hidup di jaringan didapatkan dengan melalui isolasi ari tumbuhan yang sebelumnya
dilakukan sterilisasi permukan, atau dapat diperoleh dengan mengesktrak
tanamannya (Pulungan & Tumangger, 2018).

Penelitian mengenai isolasi dan identifikasi bakteri endofit rimpang
temulawak telah dilakukan oleh Milliana dan Wahyu (2015) menemukan 4 isolat
bakteri dari tempat berbeda yaitu lokasi pertama di Pandaan terdapat jenis bakteri
Actinomyces viscosus dan Brevibacillus brevis. Sedangkan bakteri endofit yang dari
lokasi Batu adalah Actinomyces viscosus dan Pseudomonas stutzeri. Sedangkan
hasil penelitian Imawati (2015) menemukan 4 isolat bakteri di dua tempat berbeda
yaitu lokasi Batu ditemukan bakteri Actinomyces viscosus dan Pseudomonas
stutzeri, sedangkan di lokasi Purwodadi ditemukan bakteri Actinomces viscosus dan

Bacillus brevis.
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2.4.2 Potensi Bakteri Endofit

Bakteri endofit dapat mengikat nitrogen dan melarutkan fosfat, sehingga
dapat dapat digunakan untuk mengurangi penggunaan pupuk kimia, memproduksi
fitohormon. Bakteri endofit juga dapat meningkatkan produksi senyawa bioaktif
alami pada tanaman (Aziz ef al., 2013). Bakteri endofit dapat membantu tanaman
dengan berperan sebagai agen biokontrol dan pemacu pertumbuhan dikarenakan
dapat membantu meningkatkan ketersediaan nutrisi dan menghasilkan hormon
pemacu pertumbuhan. Bakteri endofit dapat menajdi pemacu pertumbuhan dengan
meningkatkan pertumbuhan tanaman dan mengendalikan hama penyakit. Bakteri
endofit juga membantu meningkatkan kelarutan fosfat serta ketersediaan zat besi,
memfiksasi nitrogen (N2), dan dapat menghasilkan hormon pemacu pertumbuhan
seperti giberelin, auksin, asam absisat, sitokinin, dan etilen (Hidayati et al., 2014).

Bakteri endofit dapat menghasilkan senyawa metabolit dari beragam
struktur seperti flavonoid, alkaloid, steroid, terpenoid, peptide, kuinon, dan fenol
yang dapat dimanfaatkan untuk antimikroba (Hanif & Rini, 2017). Menurut hasil
penelitian Yuliar ef al (2013) penggunaan bakteri endofit dalam aktivitas antifungi
terhadap Fusarium sp. dapat mendegradasikan dinding selnya, dikarenakan bakteri
endofit tersebut dapat menghasilkan senyawa kitinase, surfaktin, dan iturin yang
dapat menghambat pertumbuhan jamur Fusarium sp. Selain itu, menurut jurnal
Pulungan & Tumangger (2018) menyatakan bahwa bakteri endofit dapat
menghasilkan metabolit sekunder, seperti Pseudomonas viridiflava yang dapat

menghasilkan senyawa antimikroba karena mengandung ekomisin B dan C.
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2.5 Antibakteri
Definisi antibakteri yaitu senyawa yang mampu menghambat pertumbuhan
atau membunuh bakteri (Seko et al., 2021). Senyawa antibakteri adalah senyawa
yang dapat mengendalikan pertumbuhan bakteri dengan mencegah penyebaran
infeksi, membunuh mikroorganisme pada inang yang terinfeksi, serta mencegah
perusakan bahan oleh mikroorganisme lainnya. Senyawa antibakteri bekerja
dengan cara bakteriostatik, bakteriolitik, dan bakterisidal. (Wahjuni et al., 2022).
Menurut Hidayati et al. (2017) bakteriostatik yaitu senyawa bekerja dengan
menghambat pertumbuhan bakteri, sementara bakterisidal yaitu senyawanya
bekerja dengan membunuh bakteri tanpa menyebabkan pecah atau lisisnya sel, dan
bakteriolitik yaitu senyawa yang menyebabkan sel bakteri mengalami lisis atau
pecah, menyebabkan jumlah sel bakteri berkurang dan terjadi kekeruhan setelah
penambahan antimikroba. Cara kerja zat antibakteri menurut Zubaidah et al. (2022)
adalah sebagai berikut.
1. Perusakan Dinding Sel
Perusakan dinding sel dilakukan dengan cara menghambat pembentukannya
atau dengan mengubahnya setelah terbentuk. Pada konsentrasi yang tinggi
senyawa antibakteri akan mengganggu ikatan glikosida dan pembentukan
dinding sel akan terhenti. Pada konsentrasi yang rendah, pembentukan
glikosida dari bahan antibakteri terhambat, sehingga mengganggu
pembentukan dinding sel.
2. Mengubah Protein dan Asam Nukleat
Protein dan asam nukleat memiliki pengaruh yang penting pada proses

kelangsungan hidup sel. Gangguan dalam bentuk apa pun pada saat proses
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sintesis senyawa tersebut dapat menyebabkan pada sel. Bahan antibakteri
mampu mendenaturasi protein dan asam nukleat sehingga akan merusak sel.

3. Mengubah Permeabilitas Sel
Bakteri memiliki sitoplasma yang dilapisi oleh membran sel yang bersifat
selektif permeabel. Membran ini terdiri dari fosfolipid dan protein. Membran
sitoplasma berfungsi untuk mengatur keluar masuknya bahan-bahan di dalam
sel. Adanya bahan antibakteri, fungsi membran sel akan terganggu, sehingga
akan menghambat pertumbuhan sel dan mengakibatkan sel mati.

4. Menghambat Kerja Enzim
Antibakteri akan menghambat enzim-enzim yang bekerja selama proses
metabolisme dan mengganggu aktivitas sel bakteri sehingga menyebabkan sel
bakteri hancur dan mati.

5. Menghambat Sintesis DNA, RNA, dan Protein
Protein, DNA, dan RNA memegang peran penting di dalam proses
metabolisme sel. Apabila senyawa antibakteri menghambat DNA, RNA, dan
protein, maka pembentukan komponen sel akan terhambat sehingga proses
metabolisme sel akan terganggu. Senyawa antimikroba merupakan bahan yang
dapat mengganggu proses metabolisme mikroba. Tujuan penggunaan
antimikroba adalah untuk mengendalikan mikroba, yaitu segala kegiatan yang

dapat menghambat dan membasmi mikroba.

2.6 Jerawat
Jerawat (Acne vulgaris) merupakan penyakit yang dipengaruhi kelenjar
minyak di kulit. Kulit memiliki pori-pori kecil yang terhubung dengan kelenjar

minyak di bawahnya, yang menghasilkan sebum atau zat berminyak. Sel kulit mati
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dibawa ke permukaan kulit oleh minyak yang terkandung di dalam folikel. Folikel
yang tersumbat, dapat menimbulkan jerawat pada permukaan kulit. Jerawat dapat
muncul diarea wajah, bahu, punggung, leher, dan dada (Kusbianto et al, 2017).
Jerawat menjadi penyakit paling umum di seluruh dunia dengan urutan ke delapan
dikarenakan diperkirakan menyerang 9,4% populasi di dunia dan menyerang 90%
remaja dan dewasa muda (Espinoza-Turcios et al., 2023). Hasil penelitian Wibawa
(2019) menyatakan bahwa pasien penderita jerawat di Rumah Sakit Umum Indera
Denpasar sebagian besar berada dalam kelompok usia 15-24 tahun, yaitu sebanyak
39 orang (59,1%), sedangkan kelompok usia diatas 44 tahun memiliki jumlah
penderita paling sedikit, yaitu 2 orang (3,0%). Timbulnya jerawat dapat diakibatkan
faktor luar (eksogen) dan faktor dari dalam tubuh (endogen), berikut penjelasan
mengenai faktor-faktor penyebab jerawat:
1) Genetik
Jerawat dapat dikarenakan faktor genetik, pada penderita terjadi peningkatan
respon unit pilosebaseus terhadap kadar normal androgen dalam darah. Selain
itu, adanya gen tertentu (CYP17-34C/C homozigot Chinese men) dalam sel
tubuh manusia, meningkatkan terjadinya jerawat (Afriyanti, 2015).
2) Faktor Hormonal
Wanita mengalami lesi acne menjadi lebih aktif kurang lebih satu minggu
sebelum haid oleh karena hormon progesteron. Estrogen dalam kadar tertentu
dapat menekan pertumbuhan jerawat karena menurunkan kadar gonadotropin
yang berasal dari kelenjar hipofisis. Hormon Gonadotropin mempunyai efek
dapat menurunkan produksi sebum. Progesteron dalam jumlah fisiologis tidak

mempunyai efek terhadap efektifitas terhadap kelenjar lemak. Produksi sebum
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tetap terjadi selama siklus menstruasi, akan tetapi terkadang progesteron
menyebabkan acne premenstrual (Afriyanti, 2015).

Makanan

Makanan-makanan tinggi lemak (gorengan, kacang, susu, keju, dan
sejenisnya), tinggi karbohidrat (makanan manis, coklat, dan sebagainya),
alkohol, makanan pedas, dan makanan tinggi yodium (garam) dapat
memperparah jerawat. Hal ini dikarenakan makanan dengan kadar index
glikemik tinggi, dapat memicu fluktuasi atau naik turunnya hormon, salah
satunya adalah hormon insulin yang mendorong kemunculan sebum, sehingga
dapat menimbulkan jerawat (Hasan et al., 2015)

Faktor produk kecantikam atau kosmetik

Produk kecantikan yang mengandung bahan komedogenik seperti lanolin,
petrolatum, minyak atsiri dan bahan kimia murni (asam oleik, butil stearat,
lauril alkohol, bahan pewarna (D&C) biasanya terdapat pada krim-krim wajah.
Apabila bahan yang bersifat hidrofobik tersebut terakumulasi di dalam folikel
kulit maka folikel akan tersumbat sehingga sebum yang diproduksi oleh
kelenjar sebasea terperangkap di dalam folikel dan memicu reaksi peradangan
yang berakhir pada munculnya jerawat (Maharani ef al., 2021).

Faktor infeksi dan trauma

Peradangan dan infeksi pada folikel pilosebasea terjadi karena adanya
peningkatan jumlah dan aktivitas flora folikel yang terdiri dari
Propionibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis, Pityrosporum ovale,
dan Corynebacterium Acnes. Bakteri-bakteri tersebut berperan dalam proses

kemotaksis inflamasi dan pembentukan enzim lipolitik yang mengubah fraksi
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lipid sebum. Propionibacterium acnes berperan dalam iritasi epitel folikel dan
mempermudah terjadinya jerawat. Selain itu, adanya trauma fisik atau acne
mekanika berupa gesekan, tekanan, peregangan, garukan, dan cubitan pada
kulit dapat merangsang timbulnya jerawat (Afriyanti, 2015).

Kondisi Kulit

Kondisi kulit juga berpengaruh terhadap jerawat, jenis kulit yang berhubungan
dengan jerawat adalah kulit berminyak dikarenakan kulit berminyak yang kotor
diakibatkan polusi udara ataupun sel-sel kulit mati yang tidak dibersihkan
dapat menyebabkan penyumbatan pada saluran kelenjar sebasea dan dapat
menimbulkan jerawat (Afriyanti, 2015). Menurut Jianting Yang et al. (2020)
menyatakan bahwa tingkat sebum wajah lebih banyak pada populasi berjerawat
dibandingkan tanpa jerawat. Sekresi sebum yang berlebihan ditandai dengan
kulit berminyak atau bercampur. Secara epidemiologi kulit berminyak dan
jenis kulit campuran merupakan faktor risiko timbulnya jerawat.

Faktor lingkungan kerja

Penderita jerawat juga banyak ditemukan pada karyawan pabrik yang selalu
terpapar bahan-bahan kimia seperti oli dan debu-debu logam. acne vulgaris ini
biasa disebut “Occupational Acne” (Afriyanti, 2015).

Faktor psikis

Penderita yang mengalami stres dan gangguan emosi akan mengakibatkan HPA
(Hipotalamus Pituitari Axis) menjadi aktif yang membuat konsentrasi ACTH
(Adrenocorticotropic hormone) dan glukokortikoid menjadi meningkat secara
berkepanjangan. Konsentrasi ACTH yang meningkat akan membuat hormon

androgen meningkat yang dapat memicu produksi sebum dan keratinosit.
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Produksi sebum dan hiperkeratinosit yang tinggi dapat menimbulkan adanya

jerawat. (Latifah & Evi, 2015).

2.7 Bakteri Propionibacterium acnes

Gambar 2.11. Morfologi Bakteri Propionibacterium acnes. Gambar kiri dilihat
dari mikroskop electron dan gambar kanan bakteri P. Acnes pada
media tioglikoat dengan perbesaran 100x (Nasution & Bahi., 2022)

Bakteri Propionibacterium acnes termasuk bakten flora normal yang
hidup di kulit dan termasuk bakteri Gram positif, tidak bersifat toksigenik. Bakteri
P acnes memiliki sifat yang anaerob yang toleran terhadap udara dan dapat
menyebabkan infeksi pada jerawat. Morfologi bakteri Propionibacterium acnes
yaitu memiliki bentuk batang atau basil, memiliki lebar 0,4-0,7 pm dengan panjang
mencapai 3-5 pm, memiliki sitoplasma yang mengandung banyak ribosom dan
peptidokglikan tebal. Suhu optimum untuk petumbuhan bakteri tersebut yaitu 30-
37°C. Bakteri Propionibacterium acnes dapat menghasilkan lipase yang memecah
trigliserida, salah satunya yaitu sebum diubah menjadi asam lemak bebas, karena
berperan sebagai media yang baik bagi pertumbuhan bakteri ini. Akumulasi bakteri
P acnes dapat menyebabkan peradangan dan pembentukan komedo, yang
kemudian memicu adanya jerawat. (Nasution & Bahi., 2022).

Menurut Zahrah et al. (2018) bakteri Propionibacterium acnes memiliki
peranan penting dalam patogenesis acne vulgaris karena menghasilkan lipase yang

memecah asam lemak bebas dari lipid yang dapat menyebabkan inflamasi pada
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jaringan saat berinteraksi dengan sistem imun dan dapat terbentuknya jerawat.
Asam lemak bebas tersebut berasal dari lipid. Klasifikasi dari Propionibacterium
acne menurut Miratunnisa et al. (2017) sebagai berikut:

Kingdom : Bacteria

Phylum : Actinobacteria

Class : Actinobacteria

Order : Actinomycetales

Family : Propionibacteriaceae

Genus  : Propionibacterium

Species : Propionibacterium acnes.

2.8 Kurva Pertumbuhan Bakteri

!_ag phase
| Exponential Stationary Death
/ 5 growth 5 phase i phase

Viable cell mass

0 Fermentation time

Gambar 2.12. Kurva Pertumbuhan Bakteri. (Christy, 2014)

Kurva pertumbuhan merupakan suatu informasi mengenai fase
pertumbuhan bakteri, fase-fase pertumbuhan bakteri pada umumnya terdiri dari
fase lag, eksponensial, stationer, dan fase kematian. Kurva pertumbuhan digunakan
untuk mengetahui kecepatan pertumbuhan sel bakteri serta pengaruh lingkungan
terhadap kecepatan pertumbuhan (Jawetz et al., 2013). Berikut penjelasan

mengenai fase pada kurva pertumbuhan bakteri:
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Fase Lag (Fase adaptasi)

Fase adaptasi adalah masa penyesuaian pada lingkungan yang baru dan
lamanya dapat mencapai satu jam hingga beberapa hari. Lama waktu ini
tergantung pada jenis atau macam bakteri, umur biakan, dan nutrient yang
terdapat dalam medium yang disediakan. Pada fase adaptasi ini, enzim-enzim
dan zat-zat antara terbentuk dan terkumpul sampai konsentrasinya
memungkinkan untuk kelanjutan pertumbuhannya (Hakim, 2022).

Fase Eksponensial (Fase perbanyakan)

Fase eksponensial merupakan fase pertumbuhan kedua, yang dibuktikan
dengan terjadinya periode pertumbuhan yang sangat cepat. Pertumbuhan
bakteri pada fase eksponensial dipengaruhi oleh kondisi suhu, pH, nutrient
dalam media dan sifat genetik mikroba. Fase eksponensial merupakan fase
yang diperlukan mikroba untuk pembelahan sel atau penggandaan yang disebut
dengan waktu generasi (Risna et al., 2022). Pada fase eksponensial produksi
senyawa yang dihasilkan oleh sel bakteri terbentuk, karena senyawa tersebut
merupakan senyawa yang disekresi oleh sel bakteri, antara lain etanol, asam
laktat, asam amino dan asam organik lainnya (Hakim, 2022).

Fase Stasioner

Fase stasioner terjadi ketika nutrisi pada media semakin sedikit atau ketika
adanya akumulasi produk sampingan lain yang menghambat pertumbuhan
bakteri. Pada fase stasioner tidak terdapat penurunan atau kenaikan, jumlah sel
yang signifikan sehingga laju pertumbuhan biakan adalah nol, karena jumlah

sel yang membelah dan sel yang mati hampir sama. Tetapi meskipun tidak
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terdapat pertumbuhan yang siginifikan proses biosintesis dan metabolisme
energi sel tetap berlangsung (Wahyuningsih & Zulaika, 2019).

. Fase Death (Fase kematian)

Laju kematian apabila melampaui laju pertumbuhan, maka jumlah bakteri akan
berkurang. Kematian bakteri dapat diakibatkan berbagai factor. Penyebab
utama kematian adalah autolisis sel dan penurunan energi seluler karena
kehabisan cadangan makanan di dalam sel. Pada fase kematian, biasanya
pembiakan bakteri berhenti untuk spesies bakteri tertentu. Hal tersebut
berlangsung berminggu-minggu atau dapat bertahun-tahun. Ada bakteri yang
dapat tumbuh karena mendapatkan makanan dari bakteri-bakteri yang mati dan
mengalami lisis. Beberapa bakteri bahkan mampu bertahan sampai puluhan
tahun sebelum mati dengan mengubah sel menjadi spora. Angka kematian
bakteri berbeda-beda tergantung lingkungan dan jenis bakterinya (Hakim,

2022).



BAB III
METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Jenis penelitian ini termasuk eksploratif dengan metode analisis secara
deskriptif kualitatif dan kuantitatif. Deskriptif kualitatif berupa hasil isolasi dan
identifikasi bakteri endofit dari rimpang temulawak. Bagian tumbuhan yang
digunakan yaitu rimpang, dan dilakukan uji metabolit sekunder yang dihasilkan
oleh bakteri endofit tersebut. Deskripsi kuantitatif dilakukan untuk menentukan
diameter zona hambat, konsentrasi hambat minimum (KHM), dan konsentrasi

bunuh minimum (KBM) terhadap bakteri Propionibacterium acnes.

3.2 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi dan
Laboratorium Biologi Molekuler Jurusan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. Selain itu, identifikasi
MALDI-TOF MS di Balai Besar Laboratorium Surabaya (BBLK). Penelitian

dilakukan pada bulan Januari 2024-Mei 2024.

3.3 Variabel Penelitian
3.3.1 Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah isolat bakteri endofit dari

rimpang temulawak (Curcuma xanthorrhiza).

36
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3.3.2 Variabel Terikat
Variabel terikat pada penelitian ini adalah pengamatan makroskopik dan

mikroskopik, zona hambat, uji fitokimia, uji KHM, dan uji KBM.

3.3.3 Variabel Kontrol
Variabel kontrol dalam penelitian ini adalah waktu inkubasi, suhu inkubasi,
media isolat bakteri endofit yang diisolasi dari rimpang temulawak (Curcuma

xanthorrhiza), dan media isolat bakteri uji berupa bakteri Propionibacterium acnes.

3.4 Alat dan Bahan Penelitian
3.4.1 Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu autoklaf, erlenmeyer,
timbangan analitik, spatula, hotplate, beaker glass, magnetic stirrer, gelas ukur,
lemari es, cawan petri, microplate 96 wells, pisau, laminar air flow (LAF), mortar,
tabung reaksi, pinset, rak tabung reaksi, inkubator, ose, bunsen, korek api,
microtube, sentrifuse, vortex, cotton swab, colony counter, mikropipet, blue tip,
yellow tip, mikroskop, objek glass, spektrofotometri, elektroforesis, shaker, jangka

sorong, dan alat MALDI-TOF VITEKS® MS tipe BioM¢érieux.

3.4.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan adalah aluminium foil, kapas, plastic wrap, plastik,
kain kasa, Nutrient Agar (NA), Nutrient Broth (NB), Mueller Hinton Agar (MHA),
Mueller Hinton Broth (MHB), kertas bekas, air mengalir, rimpang temulawak,
alkohol 70%, NaClO 5,25%, kristal violet, iodium, alkohol 96%, safranin, aquades,
nistatin, matriks VITEKS® MS-CHCA, asam sulfat (H2SO4) 1%, isolat murni

Propionibacterium acnes, NaCl fisiologi 0,9%, dimetil sulfoksida (DMSO),
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clyndamicin, aquadest steril, natrium hidroksida (NaOH) encer, asam klorida,

kloroform amoniak, asam asetat anhidrat, asam sulfat pekat, dan reagen mayer.

3.5 Prosedur penelitian
3.5.1 Sterilisasi Alat

Sterilisasi alat dilakukan dengan cara membungkus alat (hanya alat yang
dapat dibungkus) menggunakan aluminium foil atau kertas untuk membungkus
cawan petri. Alat-alat yang akan digunakan dalam penelitian kemudian disterilkan
dengan sterilisasi fisik menggunakan autoklaf pada suhu 121°C dan tekanan 1 atm

selama 15 menit.

3.5.2 Pembuatan Media
3.5.2.1 Pembuatan Media Nutrient Agar (NA)

Media Nutrient Agar (NA) dibuat untuk mengkultur isolasi bakteri endofit
dan peremajaan bakteri P. acnes. Media NA disiapkan dengan menimbang 20 gram
dan larutkan dalam 1000 ml aquades. Campuran tersebut diaduk, dimasukkan
magnetic stirrer dalam erlenmeyernya dan dipanaskan menggunakan hotplate pada
suhu 70°C sampai larutan berwarna kuning jernih. Selajutnya media tersebut
disterilisasi dalam autoklaf dengan suhu 121°C selama 15 menit. Media yang telah
steril dapat digunakan langsung atau disimpan dalam lemari pendingin sebelum

digunakan (Fatisa, 2013).

3.5.2.2 Pembuatan Media Nutrient Broth (NB)
Nutrient Broth (NB) dibuat untuk menumbukan bakteri endofit dalam media
cair. Media NB disiapkan dengan menimbang sebanyak 8 gram, dan larutkan dalam

1000 ml aquades. Campuran tersebut diaduk, dimasukkan magnetic stirrer dalam
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erlenmeyernya dan dipanaskan menggunakan hotplate pada suhu 70°C sampai
larutan tercampur rata. Selajutnya media tersebut disterilisasi dalam autoklaf
dengan suhu 121°C selama 15 menit. Media yang telah steril dapat digunakan
langsung atau disimpan dalam lemari pendingin sebelum digunakan (Yevani ef al.,

2023).

3.5.2.3 Pembuatan Media Mueller Hinton Agar (MHA)

Mueller Hinton Agar (MHA) dibuat untuk uji antibakteri dan uji konsentrasi
bunuh minimum (KBM). Media MHA disiapkan dengan menimbang sebanyak 38
gram, dan larutkan dalam 1000 ml aquades. Campuran tersebut diaduk, dimasukkan
magnetic stirrer dalam erlenmeyernya dan dipanaskan menggunakan hotplate pada
suhu 70°C sampai larutan tercampur rata. Selajutnya media tersebut disterilisasi
dalam autoklaf dengan suhu 121°C selama 15 menit. Media yang telah steril dapat
digunakan langsung atau disimpan dalam lemari pendingin sebelum digunakan

(Mulgie et al., 2022).

3.5.2.4 Pembuatan Media Mueller Hinton Broth (MHB)

Mueller Hinton Broth (MHB) dibuat untuk uji konsentrasi hambat minimum
(KHM). Media MHB disiapkan dengan menimbang sebanyak 21 gram, dan
larutkan dalam 1000 ml aquades. Campuran tersebut diaduk, dimasukkan magnetic
stirrer dalam erlenmeyernya dan dipanaskan menggunakan hotplate pada suhu
70°C sampai larutan tercampur rata. Selajutnya media tersebut disterilisasi dalam
autoklaf dengan suhu 121°C selama 15 menit. Media yang telah steril dapat
digunakan langsung atau disimpan dalam lemari pendingin sebelum digunakan

(Mulgqie et al., 2022).
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3.5.3 Isolasi Bakteri Endofit dari Rimpang Temulawak

Rimpang temulawak dibersihkan dengan air mengalir untuk
menghilangkan kotoran di bagian permukaan, kemudian dikering anginkan dan
ditimbang sebanyak 1 gram (Fallo et al., 2019). Selanjutnya dilakukan sterilisasi
permukaan pada sampel di dalam LAF. Sampel rimpang temulawak dilakukan
sterilisasi permukaan dengan cara merendamnya berurut menggunakan alkohol
70% selama 1 menit, kemudian natrium hipoklorit (NaClO) 5,25% selama 3 menit,
dan aquadest steril sebagai bilasan sebanyak 3 kali untuk menghilangkan residu
disinfektan. Sampel rimpang temulawak yang telah steril, diletakkan di atas tissue
dalam cawan petri steril dan dikeringkan anginkan. Aquades bilasan terakhir dari
sterilisasi permukaan dijadikan sebagai kontrol untuk konfirmasi keberhasilan
sterilisasi permukaan, dengan dimasukkan bersama media NA ke dalam cawan petri
(Wulansari et al., 2019).

Rimpang temulawak yang sudah disterilisasi permukaan ditanam pada
media NA dengan penambahan nistatin 1 gram / 1 liter, kemudian cawan petri
dimasukkan dalam inkubator dengan suhu 37°C selama 24 jam. Bakteri yang
tumbuh akan dimurnikan dengan metode streak plate. Bakteri yang tumbuh dengan
koloni terpisah diambil menggunakan jarum ose secara aseptis, kemudian
diinokulasi ke media NA, dan dimasukkan dalam incubator dengan suhu 37°C
selama 24 jam. Proses ini diulangi secara berulang hingga didapatkan kultur murni

yang terdiri dari koloni tunggal (Nursulistyarini & Erny, 2014).

3.5.4 Identifikasi Bakteri Endofit Makroskopis dan Mikroskopis
Bakteri endofit yang murni dari isolasi rimpang temulawak, dilajutkan

identifikasi dengan pengamatan makroskopis dan mikroskopis. Pengamatan secara
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makroskopis dengan mengamati secara morfologi pada koloni bakteri di media NA
berupa bentuk, tepian, elevasi, dan warna koloni (Afifah et al., 2018).

Pengamatan mikroskopis dilakukan melalui pewarnaan Gram. Disiapkan
gelas objek dengan dibersihkan dengan alkohol 70% dan difiksasi di atas lampu
spirtus. Isolat bakteri diambil secara aseptik, diletakkan di atas gelas objek, dan
diratakan (apusan). Dilakukan fiksasi kembali pada apusan di atas spirtus, setelah
dingin ditetesi dengan cat Gram A (kristal violet) didiamkan selama 60 detik, lalu
dibilas dengan aquades dan dikeringkan. Dilanjutkan dengan pemberian larutan cat
Gram B (iodium) didiamkam selama 60 detik, kemudian dibilas dengan aquades,
dan dikeringkan. Selanjutnya, diteteskan dengan larutan decolorizer Gram C
(alkohol 96%) didiamkan selama 30 detik, dibilas dengan aquades, dan
dikeringkan. Terakhir ditetesi larutan cat Gram D (safranin) didiamkan selama 45
detik, dibilas dengan aquades. Apabila apusan ada kelebihan air, dapat dihilangkan
dengan kertas serap, dan dikeringkan. Apusan yang sudah dilakukan pewarnaan
Gram, dilihat dengan mikroskop untuk mengamati bentuk dan warna sel dengan

perbesaran tertentu (Abna & Ayu, 2023).

3.5.5 Ekstraksi Isolat Bakteri Endofit

Isolat bakteri endofit diambil dengan ose sebanyak dua kali dan dimasukkan
ke media NB sebanyak berisi 100 ml dalam erlenmeyer, selanjutnya isolat
diinkubasi dengan alat rotaring shaker pada kecepatan 150 rpm dan suhu 37°C
selama 24 jam. Pengamatan dilakukan menggunakan alat spektrofotometer setiap 2
jam sekali dengan mengukur nilai optical density (OD) pada panjang gelombang
600 nm (Ramadhanty et al., 2021). Isolat bakteri endofit yang sudah mencapai fase

stasioner dimasukkan ke microtube ukuran 1,5 ml dan dilakukan sentrifugasi
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dengan kecepatan 10.000 rpm selama 15 menit. Supernatan yang dihasilkan
kemudian dipindahkan ke microtube yang baru dan dapat digunakan untuk

pengujian aktivitas antibakteri (Ramadhanty et al., 2021).

3.5.6 Peremajaan Bakteri Propionibacterium acnes
Bakteri P. acnes diambil dari kultur murni menggunakan ose dilakukan
secara aseptis, lalu diinokulasikan pada media NA. Selanjutnya, diinkubasi dalam

inkubator pada suhu 37°C selama 24 jam (Deswita et al., 2021).

3.5.7 Uji Aktivitas Daya Hambat Terhadap Bakteri Propionibacterium acnes

Uji daya hambat dilakukan menggunakan teknik sumuran dan media yang
digunakan adalah media MHA (Mueller Hinton Agar). Bakteri patogen yang telah
diremajakan diambil menggunakan ose sebanyak 1 kali. Kemudian, bakteri tersebut
dimasukkan kedalam larutan NaCl fisiologi 0,9% sebanyak 9 ml pada tabung
reaksi, selanjutnya sampel divortex sampai tercampur, dan disamakan dengan
cairan standar McFarland (Zulkifli et al., 2016). Bakteri Propionibacterium acnes
yang telah disiapkan dalam bentuk suspensi diswab pada cawan petri yang terdapat
media MHA, kemudian dibuat lubang sumuran menggunakan tip kuning yang steril
(Alhayyu et al., 2022). Dimasukkan supernatant sebesar &+ 50 ul pada setiap lubang
sumurannya (Zulkifli ef al., 2016). Kontrol positif dalam penelitian ini menggunaka
obat clyndamicin dan control negatif menggunakan aquades steril. Selanjutanya
disimpan dalam inkubator selama 24 jam pada suhu 37°C, setelah diinkubasi dilihat
pertumbuhan bakteri patogen dan diukur diameter zona hambatnya menggunakan

jangka sorong (Deswita et al., 2021).
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3.5.8 Pengukuran Zona Hambat

Zona bening menunjukkan sensitivitas bakteri patogen terhadap agen
antibakteri yang diujikan dan dinyatakan dengan diameter zona hambat. Disekitar
sumuran yang terbentuk zona bening, diukur secara vertikal serta horizontal
kemudian dinyatakan dalam milimeter (mm) (Paliling et al., 2016) Pengukuran
diameter zona hambat menurut Paliling et al. (2016) dapat dilakukan dengan
menggunakan rumus berikut ini:

D,—DJ)+ (D, —D
Zona Hambat = Dy s) + (D )

Gambar 3.1. Pengukuran Zona Hambat. (Paliling et al., 2016)

Keterangan: D: Diameter vertikal
Ds: Diameter sumur
Dn: Diameter horizontal

Tabel 3.1 Kategori Daya Hambat Antimikroba (Fachriyah et al., 2020)

Diameter Zona Bening Daya Hambat
<5 mm Lemah
6-10 mm Sedang
11-20 mm Kuat

> 21 mm Sangat Kuat
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3.5.9 Uji Fitokimia

1.

Metode uji fitokimia metabolit sekunder dilakukan sebagai berikut:
Uji Flavonoid
Uji flavonoid dilakukan mengambil larutan sampel, kemudian dicampurkan
pereaksi NaOH encer. Hasil positif adanya flavonoid yaitu menghasilkan
warna kuning di dalam tabung reaksi tersebut (Lindawati & Sabilla, 2020).
Uji Alkaloid
Uji alkaloid dilakukan dengan diambil ekstrak isolat bakteri, ditambahkan
beberapa tetes pereaksi mayer dalam tabung reaksi. Adanya reaksi positif
kandungan alkaloid jika terbentuk endapan putih (Fajarullah et al, 2014).
Uji Saponin
Uji saponin dilakukan dengan mengambil sampel ekstrak bakteri sebanyak 2
ml, kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Setelah itu, ditambahkan 10
ml air suling, dan tabung tersebut dikocok selama 30 detik. Perubahan yang
terjadi diamati, dan jika terbentuk busa yang tidak menghilang selama 30 detik,
hal ini menunjukkan keberadaan kandungan saponin (Fajarullah ez a/, 2014).
Uji Steroid dan Terpenoid
Sampel diambil dengan pipet tetes, dimasukkan dalam tabung reaksi kemudian
dilarutkan dengan 2 ml kloroform, ditambah 10 tetes anhidrat asetat dan 3 tetes
asam sulfat pekat. Hasil positif adanya terpenoid ditunjukkan dengan
perubahan larutan berwarna merah untuk pertama kali, kemudian berubah
menjadi biru dan hijau untuk reaksi positif adanya steroid (Fajarullah et al,

2014).
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3.5.10 Uji Konsentrasi Hambat Minimum dan Bunuh Minimum

Pengujian KHM dimulai dengan menyiapkan inokulum bakteri uji.
Diambil satu ose bakteri secara aseptis, dimasukkan dalam larutan 9 ml NaCl 0,9%
Kemudian, disamakan kekeruhannya dengan larutan standar McFarland 0,5. Uji
KHM dilakukan menggunakan sumuran mikro plate 96-wells (Handayani et al.,
2023). Seri konsentrasi yang digunakan adalah 100%, 50%, 25%, 12,5%, dan
6,25% (Zahrah et al., 2018). Setiap konsentrasi dibuat 3 kali ulangan. Sumuran
kolom ke 1 dijadikan sebagai kontrol positif yang berisi bakteri P. acnes dan obat
clyndamicin. Sumuran kolom 4 sampai 8 sebagai kontrol pertumbuhan yang diisi
ekstrak bakteri endofit, bakteri P. acnes, dan media. Sumuran kolom 11 berisi media
NB dan MHB sebagai kontrol media, dan sumuran kolom 12 sebagai kontrol negatif
yang berisi bakteri media MHB, dan DMSO. Mikroplate diinkubasi selama 24 jam
pada suhu 37°C. Setelah inkubasi, kejernihan pada masing-masing sumuran
diamati. Nilai KHM didapatkan dari pengamatan sumuran yang jernih pada
konsentrasi terendah ekstrak bakteri endofit (Handayani ef al., 2023).

Pengujian KBM menggunakan teknik swab bakteri, dengan
menginokulasikan hasil uji KHM yang jernih pada cawan petri yang berisi media
mueller hinton agar (MHA), kemudian diinkubasi selama 24 jam, dan dilakukan

penghitungan jumlah koloni dengan colony counter (Handayani et al., 2023).

3.5.11 Identifikasi MALDI-TOF MS

Identifikasi menggunakan metode VITEK MALDI-TOF MS tipe
bioMérieux dengan cara diambil koloni bakteri menggunakan ose, dibuat apusan
bakteri pada target maldi dan dipastikan apusan tersebut berada dalam lingkaran

target (Patel, 2019). Menurut Singhal (2015) untuk jenis bakteri positif
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ditambahkan formic acid 70% untuk dapat melarutkan membran luar bakteri,
didiamkan selama 2-3 menit hingga kering. Ditambahkan 1 pL. matriks VITEK (R)
MS Cyano4-Hydroxycinnamic Acid (CHCA) pada bagian yang terdapat isolatnya
dan didiamkan sampai kering. Slide dikeringkan hingga sampel dan matriksnya
membentuk kristal. Pada layar monitor masuk ke Windows® di PC, dibuka
perangkat lunak Acquisition Station. Diklik tombol open, kemudian letakkan slide
target di adaptor. Pindai barcode slide target, dimasukkan adaptor dengan slide ke
dalam instrument, dan diklik tombol start untuk memulai. Apabila pengujian
selesai, klik tombol open dan simpan atau buang slide sesuai dengan prosedur. Hasil
jenis bakteri yang didapatkan akan muncul sesuai spektrum rasio masa berdasarkan

database software alat tersebut.

3.5.12 Analisis Data

Data yang diperoleh dianalisis secara kualitatif berupa hasil identifikasi
makroskopis, mikroskopis, uji fitokimia, dan MALDI-TOF MS dari bakteri endofit
rimpang temulawak. Analisis kuantitatif dilakukan untuk menentukan diameter
zona hambat, konsentrasi hambat minimum (KHM), dan konsentrasi bunuh
minimum (KBM) terhadap bakteri Propionibacterium acnes. Data disajikan dalam

bentuk tabel dan gambar yang akan disesuaikan dengan literatur yang ada.



BAB 1V
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Karakter Morfologi Makroskopis dan Mikroskopis Isolat Bakteri
Endofit dari Rimpang Temulawak

Hasil dari isolasi bakteri endofit dari rimpang temulawak (Curcuma
xanthorhizza), yang ditumbuhkan dan dimurnikan 4 kali pada media padat nutrient
agar (NA). Hasil isolasi didapatkan tujuh isolat bakteri endofit yang berbeda dari

rimpang temulawak yang terdapat di gambar 4.1.

Gambar 4.1 Isolat Bakteri Endofit Rimpang Temulawak. (a) ISTLI 1, (b) IST
I1,(c)ISTI2,(d)ISTI4,(e) ISTII2, (f) ISTII 3, dan (g) ISTII 4

47
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Isolat bakteri endofit dari rimpang temulawak selanjutnya diidentifikasi
secara makroskopis dan mikroskopis. Hasil identifikasi secara makroskopis
ditunjukkan pada tabel 4.2.

Tabel 4.1 Pengamatan Makroskopik Bakteri Endofit

Morfologi
Isolat
Bentuk Tepian Warna Permukaan
ISTLI1 Irregular Entire Putih Rata
ISTI1 Circular Undulate Putih Rata
ISTI2 Circular Entire Putih Rata
ISTI4 Irregular Undulate Putih Rata
ISTII 2 Irregular Undulate Putih Rata
ISTII3 Circular Entire Putih Rata
ISTII 4 Circular Undulate Putih Rata

Berdasarkan hasil pengamatan makroskopis bakteri endofit dari rimpang
temulawak tujuh isolat yang ditemukan bahwa isolat ISTL I 1, IST I 4, dan IST II
2 memiliki bentuk koloni yang sama yaitu tidak berpola (irregular), sedangkan
isolat lainnya memiliki bentuk yang circular (bulat). Isolat ISTI 1, IST I 4, IST II
2, dan IST II 4 memiliki bentuk tepi yang bergelembung (undulate), sedangkan
isolat lainnya memiliki tepi rata (entire). Tujuh isolat bakteri endofit memiliki
warna koloni putih, dan permukaannya yang sama rata.

Bakteri endofit yang sudah diidentifikasi makroskopis kemudian
diidentifikasi mikroskopis dengan pewarnaan Gram untuk menentukan jenis bakteri
Gram dan bentuk selnya. Hasil pengamatan mikroskopis ada pada tabel 4.3 dan

lampiran 5.2.
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Tabel 4.2 Pengamatan Mikroskopik Bakteri Endofit

No. Isolat Pewarnaan Gram Bentuk Sel
l. ISTLI1 Positif Basil
2 ISTI1 Positif Basil
3 ISTI2 Positif Basil
4. ISTI14 Negatif Coccus
5 ISTII2 Positif Basil
6 ISTII3 Negatif Basil
7 ISTII 4 Negatif Coccus

Berdasarkan hasil pengamatan mikroskopis pada bakteri endofit yang telah
dilakukan menunjukkan isolat bakteri ISTL I 1, IST I 1, IST I 2, dan IST II 2
termasuk bakteri Gram positif dikarenakan hasil pewarnaannya berwarna ungu,
sedangkan isolat IST I 4, IST II 3, dan IST II 4 termasuk bakteri Gram negatif
karena hasil pewarnaan merah. Hal ini sesuai dengan pernyataan Wulandari & Desi
(2019) bahwa bakteri Gram negatif menunjukkan sel yang berwarna merah,
sedangkan bakteri Gram positif menunjukkan sel yang berwarna ungu. Perbedaan
hasil pewarnaan disebabkan perbedaan komponen yang membentuk dinding sel
bakteri Gram positif dan negatif. Bakteri Gram positif mampu mempertahankan
warna kristal violet karena memiliki kandungan peptidoglikan yang tebal dalam
dinding selnya. Sedangkan, bakteri Gram negatif tidak dapat mempertahankan
warna kristal violet karena lapisan lipoprotein dalam dinding selnya larut ketika
terkena etanol selama proses pewarnaan, sehingga ketika diwarnai dengan safranin
akan berwarna merah. Hasil pengamatan mikroskopis terhadap bentuk sel pada
bakteri endofit menunjukkan isolat bakteri ISTL 11, IST1 1, IST 12, IST II 2, dan
IST I 3 memiliki bentuk basil (batang), sedangkan isolat bakteri IST I 4 dan IST II

4 memiliki bentuk sel coccus.
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4.2 Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Isolat Bakteri Endofit dari Rimpang
Temulawak Terhadap Bakteri Propionibacterium acnes

4.2.1 Kurva Pertumbuhan Bakteri

2

1.8

’g 1.6
214 —=—[STLI1
< 1.2 ISTI1

o

8 1 ISTI 2
g 0.8 IST 14
g 06 —®—IST I 2

204
—@=[ST I 3

0.2
=" —9=ISTIl 4

o

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Waktu (Jam)

Gambar 4.2 Kurva Pertumbuhan Isolat Bakteri Endofit

Hasil kurva pertumbuhan yang didapat memperlihatkan isolat bakteri
endofit ISTL 1 I berada di fase log sampai pada jam ke-4, isolat IST I 4 fase log
sampai pada jam ke-2, sedangkan isolat IST I 2 fase log sampai jam ke-6, dan IST
IT 2 sampai jam ke-8. Fase log merupakan fase adaptasi bakteri terhadap lingkungan
baru dan lamanya dapat mencapai satu jam hingga beberapa hari. Lama waktu ini
tergantung pada jenis atau macam bakteri, umur biakan, dan nutrien yang terdapat
dalam medium yang disediakan (Hakim, 2022).

Isolat bakteri endofit ISTL I 1 memasuki fase eksponensial pada ke-6,
isolat IST I 2 jam ke-8 sudah memasuki eksponensial, isolat IST I 4 masuk fase
stationer jam ke-4, isolat IS II 2 fase eksponensial terjadi pada jam ke-10. Fase
eksponensial atau fase pertumbuhan ditandai pertumbuhannya yang cepat, karena
terjadi pembelahan atau penggandaan. Fase ini dipengaruhi kondisi suhu pH, nutrisi

dalam media, dan jenis mikrobanya (Risna et al., 2022).
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Isolat bakteri endofit yang sudah memasuki fase stationer yaitu isolat IST
I 2 terjadi pada jam ke—16, sedangkan untuk isolat bakteri endofit lainnya hingga
jam—22 masih mengalami fase eksponensial atau perbanyakan sel. Menurut
Mahjani & Dwi (2020) bahwa setiap bakteri memiliki waktu yang berbeda pada
masing-masing fase pertumbuhannya. Menurut Sadikin et al. (2021) bahwa fase
stasioner terjadi ketika nutrisi yang dibutuhkan habis oleh bakteri dalam
pertumbuhannya. Hal ini ditandai dengan diproduksinya senyawa yang
menyebabkan beberapa sel bakteri mati, sedangkan sel lainnya tumbuh dan
membelah sehingga sel yang hidup jumlahnya tetap atau seimbang. Menurut
Khoiriyah & Puji (2014) bahwa pada fase stationer bakteri akan menghasilkan
metabolit sekunder untuk pertahanan diri terhadap lingkungannya dari

mikroorganisme lain.

4.2.2 Aktivitas Daya Hambat Terhadap Propionibacterium acnes
Hasil uji zona hambat dari bakteri endofit yang telah diisolasi dari rimpang
temulawak menggunakan metode sumuran dapat dilihat pada tabel 4.3.

Tabel 4.3 Hasil Uji Aktivitas Daya Hambat

Diameter Zona Hambat
Kode Isolat Standar Daya

Rata-Rata (mm) Hambat (mm) Keterangan
ISTLI1 5.2 <5 =lemah Sedang
ISTI1 2.6 5-10 =sedang Lemah
ISTI2 0 10-20 = kuat Tidak Menghambat
IST1 4 0 >21 =sangatkuat Tidak Menghambat
ISTII2 0 (Fachriyah et al., " Tigak Menghambat
ISTII 3 7,4 2020) Sedang
ISTIT 4 0 Tidak Menghambat
Kontrol + 44 .4 Sangat Kuat
Kontrol — 0 Tidak Menghambat

Keterangan: K+: Clindamycin (antibiotik), K-: Aquades



52

Hasil dari uji aktivitas antibakteri daya hambat bakteri endofit terhadap
bakteri P. acnes, seperti yang terdapat pada tabel 4.4, menunjukkan bahwa terdapat
tiga isolat bakteri yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri P. acnes. Isolat
ISTL I 1 memiliki rata-rata zona hambat sebesar 5,2 mm dengan kategori sedang,
sementara isolat IST II 3 memiliki rata-rata zona hambat sebesar 7,4 mm, juga
dengan kategori sedang. Isolat IST I 1 menunjukkan rata-rata zona hambat sebesar
2,6 mm dengan kategori lemah. Kontrol positif yang menggunakan clindamycin
dalam pengujian daya hambatnya menunjukkan zona bening sebesar 44,4 mm,
diklasifikasikan sebagai sangat kuat.

Aktivitas daya hambat dengan terbentuknya zona bening disebabkan oleh
adanya interaksi antara senyawa bioaktif yang dihasilkan oleh bakteri endofit
dengan sel bakteri P. acnes. Interaksi tersebut kemungkinan mempengaruhi proses
sintesis dinding sel dan permeabilitas membran sel bakteri P. acnes terganggu
(Yunita et al., 2022). Bakteri P. acnes, termasuk bakteri Gram positif yang memiliki
dinding sel yang lebih sederhana, tersusun dari peptidoglikan dengan ketebalan
sekitar 40-80 nm, sekitar 2% lipid, dan asam teikoat. Karakteristik ini membuat
senyawa antibakteri yang dihasilkan oleh bakteri endofit lebih mudah menembus
ke dalam sel bakteri tersebut, sehingga bakteri Gram positif lebih rentan terhadap
senyawa antibakteri (Malanovic & Lohner, 2016). Beberapa faktor yang dapat
mempengaruhi kecepatan difusi senyawa antibakteri meliputi kandungan media,
jumlah mikroba, waktu inkubasi, dan suhu (Naibaho et al, 2023).

Kemampuan isolat bakteri endofit ISTL I 1 dan IST II 3 yang dapat
menghambat bakteri uji dengan kategori sedang, tetapi berdasarkan kurva bakteri

(Gambar 4.2) masih berada pada fase eksponensial, Hal ini dapat dikarenakan
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bakteri tersebut memang sudah dapat menghasilkan senyawa metabolit. Menurut
Idiawati et al. (2017) bahwa bakteri dapat mulai menghasilkan senyawa bioaktif
setelah melewati fase logaritma menuju fase stasioner.

Isolat bakteri endofit yang tidak ada zona hambat pada bakteri uji dapat
dikarenakan produksi senyawa antibakteri yang dihasilkan isolat endofit tersebut
sedikit atau isolat endofit tersebut memang menghasilkan senyawa aktif lain yang
belum teridentifikasi atau fungsinya dapat digunakan selain untuk antibakteri
(Kusumawati et al, 2014). Alasan lainnya dikarenakan dalam pembuatan ekstrak
isolat bakteri endofit belum mencapai fase stationer (Gambar 4.2). Menurut Sadikin
et al. (2021) bahwa fase stasioner terjadi ketika nutrisi yang dibutuhkan habis oleh
bakteri dalam pertumbuhannya. Hal ini ditandai dengan diproduksinya senyawa
yang menyebabkan beberapa sel bakteri mati, sedangkan sel lainnya tumbuh dan
membelah sehingga sel yang hidup jumlahnya tetap atau seimbang, selain itu pada
fase ini bakteri telah memproduksi metabolit sekunder sebagai bentuk pertahanan
diri terhadap kondisi mencekam. Kondisi mencekam pada bakteri dapat terjadi
ketika kekurangan nutrisi, suhu yang tinggi, pH ekstrim, radiasi dan bahan-bahan
kimia (Apriliani dan Enny, 2021).

Menurut Khoiriyah & Puji (2014) bahwa pada fase stationer bakteri akan
menghasilkan metabolit sekunder untuk pertahanan diri terhadap lingkungannya
dan mikroorganisme lain. Selain itu, isolat IST II 2 tidak mampu menghambat
bakteri uji, hal ini dapat dikarenakan fase stationer awal sudah terlewatkan,
sehingga kandungan senyawa pada ekstraknya tidak memberikan hasil hambatan.
Menurut Rustini et al. (2022) bahwa jumlah metabolit sekunder terbanyak pada

awal fase stationer atau akhir dari fase eksponensial.
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Hasil zona hambat dapat juga dipengaruhi oleh senyawa yang terkandung
dalam bakteri endofit tersebut. Faktor lain yang bisa memengaruhi variasi adalah
adanya persaingan untuk mendapatkan nutrisi. Sumber nutrisi dalam tumbuhan
inang yang terbatas, dapat menyebabkan isolat bakteri endofit memiliki respon
yang berbeda untuk mempertahankan kelangsungan hidupnya, tetapi persaingan ini
juga dapat mengganggu bakteri lainnya dalam memperoleh nutrisi yang cukup
untuk bertahan hidup dan menjalankan aktivitas metaboliknya. (Valentina et al.,
2018).

Kontrol positif clindamycin menunjukkan zona hambat yang paling kuat
dibandingkan dengan semua sampel lainnya. yang diuji, hal ini menunjukkan
kecocokkan untuk dijadikan sebagai tolak ukur efektivitas antimikroba dalam
penelitian ini. Menurut Novaryatiin S. (2016) bahwa obat clindamycin termasuk
dalam golongan antibiotik lincosamide yang dapat bekerja secara bakteriostatik
atau bakterisida, hal ini sesuai pada konsentrasi obat di bagian yang terinfeksi dan
organisme yang menyebabkan infeksinya. Clindamycin termasuk antibiotik yang
memiliki cakupan luas dan efektif terhadap bakteri Gram negatif anaerobic dan
bakteri Gram positif aerobik. Mekanisme kerja clindamycin yaitu dengan
menghambat sintesis protein bakteri melalui pengikatan pada subunit ribosom 508,
yang menyebabkan terhambatnya pembentukan ikatan peptide. Kontrol negatif
aquades hasilnya tidak ada zona hambat yang terbentuk, yang menandakan bahwa
aquades tepat digunakan sebagai kontrol negatif dalam penelitian ini. Menurut
Gerung et al. (2021) aquades memiliki sifat netral, yang berarti tidak terdapat efek

pertumbuhan bakteri dan tidak ada aktivitas antibakteri.
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Hubungan simbiosis mutualisme antara bakteri endofit dengan tumbuhan

inangnya dikarenakan bakteri endofit memperoleh nutrisi dari hasil metabolisme

tumbuhan dan sekaligus melindungi tanaman dari patogen. Selain itu, tumbuhan

juga memperoleh nutrisi tambahan dan senyawa aktif yang dibutuhkan untuk

kelangsungan hidupnya dari bakteri endofit (Dalimunthe et al., 2023). Isolat bakteri

endofit yang didapat, mampu menghasilkan senyawa antibakteri yang serupa

dengan senyawa yang ada pada rimpang temulawak karena dapat menghasilkan

senyawa metabolit sekunder. Menurut Idiawati et al. (2017) bahwa bakteri dapat

mulai menghasilkan senyawa bioaktif setelah melewati fase logaritma menuju fase

stasioner.

Hasil uji fitokimia terhadap senyawa metabolit sekunder ekstrak bakteri

sebagai berikut:

Tabel 4.4 Hasil Uji Fitokimia

Isolat Bakteri Fitokimia
Endofit Flavonoid Alkaloid Saponin Steroid Terpenoid
ISTLT1 + + + - -
ISTII3 + + + - -

Berdasarkan hasil uji fitokimia ekstrak isolat bakteri ISTL I 1 dan IST II 3,

kedua isolat bakteri endofit memiliki kandungan metabolit yaitu flavonoid,

alkaloid, dan saponin.

1.

Flavonoid

Uji flavonoid terhadap dua isolat bakteri endofit menunjukkan bahwa
keduanya memiliki kandungan flavonoid yang ditandai dengan perubahan
warna menjadi kuning. Menurut Lindawati dan Sabilla (2020), perubahan
warna kuning disebabkan oleh turunan senyawa flavonoid. Flavonoid

mengalami penguraian oleh basa menjadi molekul seperti asetofenon yang
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berwarna kuning karena ikatan pada struktur isoprene terputus. Hasil uji
menunjukkan bahwa flavonoid memiliki peran aktif sebagai antibakteri.
Flavonoid mampu menghambat pertumbuhan bakteri dengan merusak
dinding sel, menonaktifkan kerja enzim, berikatan dengan adhesin, dan
merusak membran sel. Cincin beta dan gugus —OH pada flavonoid diduga
sebagai struktur yang berperan dalam aktivitas antibakteri (Nugraha, dkk.,
2017).

Menurut Viando et al. (2023), mekanisme antibakteri flavonoid melibatkan
tiga cara, yaitu dengan mengganggu fungsi membran sel, sintesis asam
nukleat, dan metabolisme energi. Flavonoid dapat menyebabkan keluarnya
sel intraseleluer karena kerusakan pada membran, yang diakibatkan oleh
senyawa kompleks, protein terlarut, dan protein ekstraseluler. Selain itu,
flavonoid dapat menghambat metabolisme energi dan sintesis DNA dengan
pembentukan ikatan hydrogen. Proses penghambatan metabolisme energi
oleh flavonoid terjadi melalui penghambatan sistem respirasi, yang
memerlukan jumlah energi yang cukup untuk biosintesis makromolekul dan
penyerapan aktif berbagai metabolit.

Temulawak memiliki kandungan senyawa khas yang dimiliki jenis curcuma
yaitu kurkumonoid. Kurkuminoid merupakan senyawa yang termasuk dalam
kelompok turunan flavonoid dan heptanoid. Fraksi senyawa ini memberikan
warna kuning, rasa pahit, dan aroma khas yang terdapat pada rimpang
temulawak (Kasiran, 2008). Kurkumonoid memiliki kemampuan sebagai
antibakteri. Aktivitas antibakteri senyawa kurkuminoid bekerja dengan

menghambat proses sitokinesis dan multiplikasi sel bakteri, menyebabkan
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gangguan pada dinding dan membran sel bakteri, serta menyebabkan sel lisis
(Mukti & Utamy, 2020).

Temulawak memiliki senyawa khas yaitu xanthorrhizol. Xanthorrhizol
merupakan senyawa golongan fenol (Udin, 2013). Senyawa xanthorrhizol
dan flavonoid memiliki kesamaan yakni berasal dari golongan fenolik.
Xanthorrhizol memiliki aktivitas antibakteri, berinteraksi dengan sel bakteri
melalui proses adsorpsi yang dibantu oleh ikatan hidrogen. Ikatan hidrogen
ini dapat mengubah permeabilitas membran sel bakteri, dan penetrasi fenol
pada sel bakteri, sehingga menyebabkan koagulasi protein yang akan merusak

membran sel bakteri (Rahman et al., 2022).

. Alkaloid

Uji alkaloid terhadap 2 isolat bakteri endofit, hasilnya keduanya memiliki
kandungan alkaloid. Alkaloid adalah senyawa yang mengandung atom
nitrogen dan memiliki sifat basa sehingga dalam mengekstraknya dibutuhkan
penambahan asam klorida. Penambahan asam klorida untuk mengekstrak
alkaloid yang bersifat basa dengan menggunakan larutan asam. Pengujian
alkaloid dilakukan dengan menggunakan pereaksi mayer. Adanya kandungan
alkaloid menggunakan pereaksi mayer ditandai dengan terbentuknya endapan
putih hingga kekuningan (Sulistyarini et al., 2020).

Berdasarkan hasil tabel uji fitokimia (Tabel 4.4) bahwa isolat bakteri endofit
yang diuji menunjukkan adanya alkaloid dikarenakan adanya endapan
berwarna putih, hal ini menandakan alkaloid berperan aktif sebagai
antibakteri. Alkaloid sebagai antibakteri bekerja dengan merusak komponen

penyusun peptidoglikan pada sel bakteri, sehingga lapisan dinding sel bakteri
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tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel tersebut. Alkaloid
juga dapat menghambat pembentukan sintesis protein sehingga metabolisme
bakteri terganggu (Munfaati, et al., 2015).

Saponin

Uji saponin terhadap 2 isolat bakteri endofit, hasilnya keduanya memiliki
kandungan saponin. Saponin merupakan senyawa aktif permukaan yang
terdeteksi melalui kemampuannya dengan terbentuknya busa. Adanya
komponen ikatan glikosida dalam saponin menyebabkan senyawa ini bersifat
polar. Adanya kandungan saponin menggunakan ditandai dengan
terbentuknya busa setinggi 1-10 cm dengan selang waktu £10 menit
(Sulistyarini et al., 2020). Berdasarkan hasil tabel uji fitokimia (Tabel 4.6.)
bahwa kandungan saponin dalam isolat bakteri endofit juga berperan aktif
sebagai antibakteri. Saponin sebagai antibakteri bekerja dengan kerusakan
pada protein dalam sel bakteri sehingga menyebabkan enzim dan protein di
dalam sel menjadi pecah (Tivani et al., 2021).

Senyawa saponin dapat menyebabkan gangguan pada permeabilitas sel yang
mengakibatkan sitoplasma keluar dan dapat membuat sel mati Saponin juga
dapat merusak porin dengan membentuk ikatan polimer kuat dengan porin
(protein transmembran) di membran luar dinding sel bakteri. Saponin dapat
menyebabkan kematian sel dikarenakan berikatan dengan membran
sitoplasma yang mengakibatkan penurunan stabilitas, serta gangguan pada
membran, sehingga komponen intraseluler seperti sitoplasma dapat keluar

dan terjadi kematian sel (Viando et al., 2023).
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4. Steroid dan Terpenoid

Hasil uji fitokimia steroid dan terpenoid berdasarkan Tabel 4.6 hasil negatif
karena tidak terdapat perubahan warna menjadi hijau untuk hasil steroid dan
merah untuk hasil terpenoid. Menurut Yati et al. (2021) bahwa senyawa
metabolit yang ada di supernatan bakteri sedikit, hal ini menyebabkan tidak

terdeteksi adanya hasil positif.
Tumbuhan adalah anugerah yang Allah SWT ciptakan dan semestinya dapat
dimanfaatkan oleh manusia untuk kebaikan, sebagaimana yang dinyatakan dalam

surah Al-Hijr ayat 19-20:
”/’/ N ~:’:51 2 > ~ 5. f:/%// PR f’i’// /2’// < ,/’/
B @ 035pe st B 5 i E0l5 ool L B3 L@33a 23315
~ e By
Y T ¢ ’i’ [ N Bl
mw:-/wg‘jr-—ngu@W%rﬁ

Artinya: “Kami telah menghamparkan bumi, memancangkan padanya gunung-
gunung, dan menumbuhkan di sana segala sesuatu menurut ukuran(-
nya). Kami telah menjadikan di sana sumber-sumber kehidupan untukmu
dan (menjadikan pula) makhluk hidup yang bukan kamu pemberi
rezekinya.” (QS: Al-Hijr [15]: 19-20).

Ayat tersebut, menurut tafsir Al-Mishbah, menjelaskan bahwa Allah SWT
telah menciptakan dan menghamparkan bumi dengan luasnya agar mempermudah
kehidupan manusia. Meskipun bumi ini diciptakan bulat, Allah menempatkan
gunung-gunung yang kokoh untuk mencegah bumi bergoncang, sehingga
menciptakan kondisi stabil bagi penghuninya. Segala sesuatu yang ada di bumi
diciptakan oleh Allah dengan ukuran dan kebijaksanaan-Nya, sesuai dengan
kebutuhan dan kemaslahatan makhluk. Bumi ini dijadikan sebagai anugerah bagi
manusia, menyediakan segala sarana kehidupan baik kebutuhan pokok maupun

tambahan. Allah juga menciptakan makhluk-makhluk lain di bumi ini sebagai ujian
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bagi manusia, dan manusia harus menyadari bahwa mereka bukanlah pemberi
rezeki bagi makhluk-makhluk tersebut.

Allah SWT menciptakan semua yang ada di alam dunia ini untuk kebaikan
manusia. Semua yang terdapat di bumi, baik yang hidup ataupun mati, yang kecil
ataupun besar, pasti memiliki manfaatnya masing-masing. Allah SWT telah
menciptakan beragam jenis tumbuhan di bumi ini, semuanya menurut standar dan
takarannya masing-masing, tidak ada tumbuhan yang tidak dapat diukur, tidak
mengandung manfaat. Setiap tanaman memiliki hikmah dan manfaat, meski banyak
orang yang belum mengetahuinya. Tanaman temulawak merupakan salah satu
anugerah Allah SWT yang terbesar dan dapat memberi manfaat bagi makhluk-Nya,
salah satunya bagi keberlangsungan hidup mikroba endofit sehingga dapat
dimanfaatkan sebagai antibakteri karena terdapat senyawa bioaktif yang sama

dengan tanamannya.

4.2.3 Hasil Uji Aktivitas Konsentrasi Hambat dan Bunuh dari Bakteri
Endofit terhadap Propionibacterium acnes

Hasil uji zona hambat dari 7 isolat bakteri endofit menunjukkan hanya 2
isolat yang terdapat aktivitas antibakteri terhadap Propionibacterium acnes dengan
kategori sedang yaitu ISTL I 1 dan IST II 3, artinya Isolat bakteri endofit tersebut
berpotensi sebagai antibakteri, dan dilakukan uji lanjutan dengan beberapa variasi
konsentrasi untuk menentukan konsentrasi terendah yang memiliki aktivitas
penghambatan dan pembunuhan pada bakteri Propionibacterium acnes. Hasil
pengujian Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) yang menunjukkan

penghambatan terdapat pada tabel 4.5.
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Tabel 4.5 Hasil Pengamatan KHM dengan Microplate 96-Wells

Isolat Ulangan Konsentrasi supernatan (%) K K
100 50 25 12,5 6,25 + -
1 T ! - + + + -
ISTLI1 2 s - - B
’ ’ i - + + + -
1 ’ ! - + + + -
ISTH3 2 ! . - B
’ ’ ! - + + + -

Keterangan: - :Keruh : Positif KHM

+ :Jernih

Penilaian KHM dilakukan dalam microplate 96 well dengan dibuat 3 kali
ulangan untuk tiap perlakuan. Kontrol positif menunjukkan tidak adanya kekeruhan
pada tiap well, sedangkan kontrol negatif menunjukkan adanya kekeruhan,
sehingga kontrol positif dan kontrol negatif dapat digunakan sebagai tolak ukur
tingkat kejernihan dan kekeruhan dari variasi konsentrasi isolat bakteri endofit.
Berdasarkan pengamatan visual dari microplate 96 well setelah diinkubasi selama
24 jam, hal ini dikarenakan untuk memaksimalkan pertumbuhan bakteri dengan
cara menyamakan dengan habitat aslinya yaitu dalam tubuh manusia (Astutiningsih
et al, 2014). Hasil KHM pada kolom 4 yang memiliki konsentrasi 100%
menunjukkan tingkat kejernihan yang paling jernih. Tingkat kejernihan ini setara
dengan kolom 1, yang merupakan kontrol positif yang hanya berisi bakteri dan
antibiotik. Kolom ke 5 (konsentrasi 50%) sampai dengan kolom ke 8 (konsentrasi
6,25%) memiliki tingkat kejernihan kedua setelah kolom ke 4. Konsentrasi 25%
pada ekstrak isolat bakteri ISTL I 1 ulangan ke 2 memiliki hasil KHM yang keruh
menandakkan bahwa bakteri P. acnes pada sumuran tersebut masih hidup, hal ini
sesuai dengan pernyataan Lolongan et al. (2016) bahwa adanya kekeruhan yang

menandakan bakteri masih dapat tumbuh. Hasil KHM membuktikan bahwa isolat
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bakteri endofit dari rimpang temulawak isolat ISTL I 1 dan IST II 3 dapat
menghambat pada konsentrasi terkecil yaitu 6,26% terhadap Dbakteri
Propionibacterium acnes, menurut pernyataan Fitriana et al. (2020) bahwa hasil
KHM didapatkan dari konsentrasi paling rendah yang menunjukkan penghambatan
pertumbuhan bakteri yang ditandai dengan kejernihan medium uji.

Cara kerja antibiotik secara bakteriostatik atau menghambat bakteri uji
menurut Marfuah et al. (2018) yaitu dengan mempengaruhi sintesis protein.
Berdasarkan uji fitokimia pada tabel 4.5 bahwa ekstrak isolat bakteri endofit
memiliki kandungan senyawa flavonoid. Flavonoid merupakan golongan terbesar
dari senyawa fenol. Senyawa fenol dapat bekerja dengan mendenaturasi protein
dalam sel bakteri menyebabkan semua aktivitas metabolisme sel terhenti, karena
semua aktivitas metabolisme dikatalisis oleh enzim yang merupakan protein
(Marfuah et al, 2018). Pada konsentrasi rendah, fenol dapat menginaktivasi sistem
enzim penting dalam sel bakteri, sedangkan pada konsentrasi yang lebih tinggi,
fenol dapat menembus dan merusak dinding sel bakteri serta mengendapkan protein
di dalamnya (Purwantiningsih et al., 2014).

Inkubasi KHM selama 24 jam, kemudian dilanjutkan KBM selama 24 jam
total inkubasi 48 jam. Bakteri uji P. acnes termasuk bakteri Gram positif yang
memiliki waktu inkubasi 24-48 jam (Pambudi ef al., 2023), hal ini memungkinkan
pada jam ke 24 bakteri uji telah ada difase logaritmik atau eksponensial, pada fase
tersebut bakteri melakukan pembelahan secara konstan dan meningkat (Amiluddin
et al., 2023). Pada saat 24 jam telah terlewati dan adanya efek menghambat,

dilanjutkan KBM selama 24 jam, waktu tersebut untuk memastikan bahwa bakteri
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berada dalam fase stationer dan antibiotik dapat bekerja secara keseluruhan,
sehingga diharapkan bakteri uji dapat terbunuh total.

Metode pengujian dengan melihat secara visual kejernihan cukup umum
digunakan untuk menentukan KHM, tetapi metode ini memiliki kelemahan karena
pengamatan kekeruhan yang dilakukan bersifat subjektif dan dapat bervariasi antar
pengamat, yang dapat menyebabkan kesalahan. Selain itu, metode ini tidak dapat
membedakan antara sel bakteri yang hidup dengan sel bakteri yang mati, dan
adanya perubahan warna larutan menjadi pekat juga dapat mengganggu akurasi
hasil pengamatan. (Lolongan et al., 2016). Adanya kendala tersebut, dilakukan uji
lanjut dengan menanam larutan hasil uji KHM pada media agar untuk memastikan
adanya pertumbuhan bakteri P. acnes sekaligus menentukan nilai konsentrasi bunuh
minimum (KBM) isolat bakeri endofit rimpang temulawak terhadap bakteri uji.

Penentuan nilai KBM dilakukan dengan menguji aktivitas antibakteri
menggunakan hasil uji KHM ke media agar MHA. Konsentrasi ekstrak bakteri
endofit yang digunakan adalah 100%, 50%, 25%, 12,5%, dan 6,25%. Metode yang
digunakan dalam uji KBM yaitu metode spread plate. Sampel hasil uji KHM
diambil sebanyak 5 pl, dimasukkan media agar, kemudian diratakan menggunakan
cotton swab dan diinkubasi selama 24 jam. Hasil dari uji KBM berdasarkan
perhitungan TPC (Total Plate Count) dapat dilihat pada tabel 4.6 sebagai berikut:

Tabel 4.6 Hasil Pengamatan KBM pada Bakteri P. acnes

Konsentrasi (%)
100 50 25 125 6,25 Kontrol +
ISTL 11 186 >300 >300 >300 >300 0
IST I3 157,3 >300 >300 >300 =>300 0

Jenis Bakteri Endofit

Kadar Bunuh Minimum (KBM) adalah konsentrasi terendah yang dapat

membunuh seluruh pertumbuhan bakteri, ditentukan berdasarkan konsentrasi yang
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menunjukkan zona jernih tanpa pertumbuhan bakteri pada media agar dengan
pengamatan secara visual (Efendi & Triana, 2012). Hasil KBM ekstrak bakteri
endofit dari rimpang temulawak (ISTL I 1 dan IST I 3) berdasarkan uji pada media
agar bahwa secara keseluruhan konsentrasinya tidak dapat membunuh bakteri atau
bemberikan efek bakterisidal terhadap Propionibacterium acnes. Hal ini ditandai
dengan masih tumbuhnya koloni bakteri di seluruh cawan petri.

Kontrol positif sebagai larutan yang digunakan untuk membandingkan
efektivitas obat antibakteri baku dengan larutan ekstrak uji bakteri, kontrol positif
menunjukkan nilai TPC yaitu 0 atau tidak ada pertumbuhan koloni pada media agar.
Hasil ini sesuai dengan pengamatan secara visual yang menunjukkan kejernihan
pada uji KHM menggunakan microplate 96 well. Hasil uji pada kontrol positif
tersebut dapat dijadikan sebagai pembanding dalam uji KBM dalam penelitian ini.

Hasil KBM yang tidak adanya bakteri yang terbunuh pada semua variasi
konsentrasi salah satunya karena kuasa Allah SWT, sebagaimana Allah berfirman

dalam Al-Qur'an surah Al-A'la ayat 2-3:
P NS @ de L - %
& 36535 5l @ o 3s
Artinya: “yang menciptakan, lalu menyempurnakan (ciptaan-Nya). Yang
menentukan kadar (masing-masing) dan memberi petunjuk,” (QS: Al-
A’la [87]: 2-3).

Menurut Tafsir Al-Mishbah, penjelasan mengenai ayat tersebut adalah
bahwa Allah Yang Maha Tinggi telah menciptakan semua makhluk dan
menyempurnakan ciptaan-Nya. Selain itu, Allah juga menentukan kadar masing-
masing makhluk dan memberi mereka petunjuk. Dengan demikian, setiap makhluk

dapat melaksanakan fungsi dan peran yang dituntut darinya sesuai dengan tujuan

penciptaannya (Shihab, 2002).
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Ketentuan tersebut memberikan suatu petunjuk penyelesaian bahwa seluruh
ciptaan Allah sudah disempurnakan tidak hanya manusia tetapi juga makhluk hidup
lainnya seperti mikroorganisme yang tidak resisten terhadap kandungan senyawa
pada bakteri endofit temulawak. Hal ini menjadi suatu pengingat bahwa Allah SWT
menciptakan segala sesuatu pada ukurannya masing-masing, sehingga tidak
seharusnya hanya berfikir secara berlebihan, lebih baik mencari penyelesaikannya.

Rasulullah SAW bersabda dalam hadis riwayat Al-Bukhari sebagai berikut:

/C/&// ol -~ P 6/ w‘? o - }‘.’/ 8% /,/././a/} /;?/.
Jbvlegﬁlpw\&o@\fwm\@@%ﬁ%\f.
e O 3 Jgiandy

Artinya: “Dari Abu Hurairah RA, dari Nabi SAW: Sesungguhnya Allah tidak

menurunkan suatu penyakit kecuali menurunkan (pula) obatnya.” (HR.
Al-Bukhari).

Hadis tersebut menjelaskan bahwa setiap penyakit pasti ada obatnya.
Namun, untuk menemukan obat yang tepat bagi setiap penyakit, diperlukan
percobaan, atau penelitian agar dapat mengetahui efeknya serta keamanannya,
selain itu manfaatnya dapat dirasakan. Nabi mengingatkan umatnya agar tidak
putus asa ketika menghadapi penyakit, tetapi harus terus berusaha semampunya
untuk mencari pengobatan. Agama Islam sangat menghargai akal manusia dan
mendorong umatnya untuk selalu melakukan penelitian dalam berbagai bidang
yang memberi manfaat dan kebaikan bagi umat manusia (Razali, 2021). Penjelasan
tersebut menjadi suatu pengingat bahwa walaupun ekstrak bakteri endofit yang
didapat belum dapat membunuh bakteri patogen, tetapi sebagai manusia harus tetap
berusaha mencari cara untuk penyelesainnya.

Hasil penelitian pada tabel 4.6 menunjukan tidak adanya Konsentrasi yang

dapat membunuh bakteri P. acnes bahkan pada konsentrasi yang paling tinggi
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100%, hal ini dapat dikarenakan ketika pembuatan ekstrak bakterinya masih berada
pada fase eksponensial belum mencapai stationer, sehingga kadar kandungan
senyawa matabolit sekunder yang dihasilkan bakteri endofit belum maksimal dan
belum mampu membunuh bakteri uji. Selain itu, dapat dikarenakan isolat endofit
tersebut memang menghasilkan senyawa aktif lain yang belum teridentifikasi atau
fungsinya dapat digunakan selain untuk antibakteri (Kusumawati et a/, 2014).
Adanya pertumbuhan koloni yang terlalu banyak dapat terjadi karena proses
penyebaran sampel yang tidak rata yang mengakibatkankan pertumbuhan koloni
menjadi banyak sehingga ditandai dengan angka >300. Hal ini berkaitan dengan
penggunaan metode yaitu dilusi padat. Metode yang dilakukan tanpa dilakukan
pengenceran dan sampel dituang secara langsung pada media. Menurut Utami et al.
(2018) adanya pengenceran dilakukan untuk mengurangi kerapatan pertumbuhan
koloni mikroba dari sampel yang diuji, sehingga dapat menghindari petumbuhan

bakteri secara berlebihan.

4.3 Hasil Identifikasi Spesies Bakteri Endofit Rimpang Temulawak yang
Mampu Menghambat Propionibacterium acnes

Isolat yang berpotensi sebagai antibakteri diidentifikasi lebih lanjut terkait
spesies dengan MALDI-TOF MS. Identifikasi menggunakan MALDI-TOF MS
dilakukan pada 2 isolat bakteri yang dapat menghambat bakteri P. acnes yaitu isolat
ISTL I 1 dan IST II 3. Hasil dari identifikasi MALDI-TOF MS terhadap 2 isolat

terdapat pada tabel 4.7.
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Tabel 4.7 Hasil Identifikasi Isolat Bakteri Endofit dengan MALDI-TOF MS

No. Isolat Spesies Confident
1. ISTLI1 Bacillus cereus group |:| 99,9%
2. ISTII 3 Enterobacter cloacae AS0,0%

4.3.1 Bacillus cereus

Hasil isolasi bakteri endofit dari rimpang temulawak dengan kode isolat
ISTL I 1 berdasarkan hasil identifikasi secara makroskopis memiliki bentuk tidak
berpola (irregular), tepian yang rata, berwarna putih dan permukaannya rata.
Pengamatan secara mikroskopis isolat ISTL I 1 termasuk bakteri Gram positif dan
memiliki bentuk batang (basil). Hasil identifikasi menggunakan alat MALDI-TOF
MS bahwa isolat ISTL I 1 merupakan spesies bakteri Bacillus cereus dengan nilai
confidence sebesar 99.9%, yang menandakan bahwa hasil identifikasi tersebut
memiliki keakuratan yang tinggi.

Bacillus cereus memiliki bentuk sel yang basil (batang), bakteri Gram
positif, ramping dengan ujung membulat tunggal, berpasangan, dan rantai pendek,
termasuk bakteri aerobik fakultatif, hidupnya tersebar luas di lingkungan (Bottone,
2010). Bakteri Bacillus cereus memiliki endospore, dapat bertahan hidup di suhu
panas, termasuk bakteri mesofilik yang dapat hidup di rentang suhu 10°C — 48°C,
dan suhu optimalnya adalah 28°C-35°C, Bakteri ini umumnya ditemukan di tanah
serta dalam industri seperti produk susu, sayuran, dan herbal (Sabtu & Suryatni,
2019). Genus Bacillus mampu merangsang pertumbuhan tanaman dengan
memproduksi hormon AIA (Asam indol-3-asetat), sehingga mendukung
pertumbuhan tanaman. Selain itu, Bacillus juga dapat digunakan sebagai agen
biokontrol atau pengendali penyakit tanaman (Aji & Lestari, 2020). Klasifikasi

bakteri Bacillus cereus menurut Todar (2008) sebagai berikut:
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Kingdom : Bakteria
Divisi  : Firmicutes
Kelas : Bacilli
Ordo : Bacillales
Family : Bacillaceae
Genus  : Bacillus

Spesies  : Bacillus cereus

4.3.2 Enterobacter cloacae

Hasil isolasi bakteri endofit dari rimpang temulawak dengan kode isolat IST
I 3 berdasarkan hasil identifikasi secara makroskopis memiliki bentuk bulat, tepian
yang rata, berwarna putih dan permukaannya rata (entire). Pengamatan secara
mikroskopis isolat IST II 3 termasuk bakteri Gram negatif dan memiliki bentuk
batang (basil). Hasil identifikasi menggunakan alat MALDI-TOF MS bahwa isolat
IST II 3 memiliki kemiripan sebesar 50,0% pada spesies Enterobacter cloacae dan
sisa 50,0% jenis spesies Enterobacter asburiae. yang menandakan bahwa hasil
tersebut perlu dikaji ulang atau diidentifikasi lebih lanjut. Identifikasi lanjutan dapat
dilakukan dengan metode lainnya, seperti identifikasi molekuler atau biokimia.

Hasil yang kurang akurat dapat dikarenakan spesies E. cloacae dan E.
asburiae termasuk dalam FEnterobacter cloacae complex (ECC). Kelompok
Enterobacter cloacae complex (ECC) terdiri dari 6 spesies yang terdiri dari E.
asburiae, E. cloacae, E. kobei, E. hormaechei, E. nimipressuralis, dan E. ludwigii.
Kelompok bakteri ini memiliki keterkaitan DNA yang sama dengan spesies E.
cloacae yang berkisar antara 61 hingga 67% (Mezzatesta et al., 2012). Selain itu,

isolat yang ada dalam cawan petri diduga masih bercampur jenis, sehingga belum
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menjadi isolat murni. Penyebab lainnya adalah karena dalam database, terdapat
banyak variasi spektrum acuan untuk satu spesies, sehingga menyebabkan variasi
yang beragam dalam ekspresi protein acuan bahkan hanya untuk satu spesies
tertentu (Kemalaputri et al., 2017).

Enterobacter cloacae memiliki bentuk sel batang (basil), termasuk bakteri
Gram negatif, anaerob fakultatif, tidak memiliki endospora, dan termasuk dalam
famili Enterobacteriaceae. Spesies E. cloacae dapat ditemukan di alam (Davin-
Regli & Jean-Marie, 2015). Menurut Rafif ez al. (2023) bakteri E. cloacae memiliki
ciri yaitu koloni besar (large), bentuknya bulat (circular), permukaannya cembung
(convex), teksturnya halus (smooth), tepiannya rata (flat), dan berwarna keabu-
abuan hingga putih pada media NA. Spesies Enterobacter cloacae termasuk bakteri
yang keberadaannya beragam yaitu tanaman, tanah dan manusia (Liu et al., 2013).
Bakteri E. cloacae hidup disuhu lingkungan mesofilik yaitu 37°C, Selain ditemukan
di alam, Enterobacter cloacae juga dapat ditemukan pada jaringan buah dan sayur
serta di kulit manusia. Bakteri ini bukan termasuk patogen utama pada manusia,
tetapi memiliki berperan penting dalam infeksi nosocomial (Baharutan et al., 2015).
Menurut penelitian Panigrahi et al. (2020) isolat bakteri endofit Enterobacter
cloacae pada tanaman dapat membantu memproduksi hormon IAA (Asam Indole-
3-asetat) yang mengatur berbagai aspek pertumbuhan dan perkembangan tanaman.
Klasifikasi Enterobacter cloacae menurut Garrity et al. (2004) sebagai berikut:
Kingdom : Bacteria
Phylum  : Proteobacteria
Class : Gamma Proteobacteria

Order . Enterobacteriales



Family
Genus

Species

. Enterobacteriaceae

: Enterobacter

. Enterobacter cloacae
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BABV
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, diperoleh kesimpulan

sebagai berikut:

1.

Hasil pengamatan makroskopis terhadap 7 isolat bakteri endofit memiliki
bentuk irregular dan circular. Tepiannya memiliki bentuk undulate dan entire.
Tujuh isolat memiliki warna koloni putih, dan permukaannya yang sama rata.
Hasil pengamatan mikroskopis terdapat bakteri Gram positif (4 isolat) dan
bakteri Gram negatif (3 isolat). Isolat bakteri memiliki bentuk sel basil dan
coccus.

Hasil uji aktivitas antibakteri didapatkan 1 isolat bakteri yang dapat
menghambat bakteri Propionibacterium acnes dengan kategori lemah yaitu
IST I 1 dan terdapat 2 isolat bakteri lain yang dapat menghambat dengan
kategori sedang yaitu ISTL I 1 dan IST II 3. Hasil uji konsentrasi hambat
minimum (KHM) dengan isolat bakteri endofit yaitu ISTL I 1 dan IST IT 3
dapat menghambat bakteri P. acnes pada konsentrasi 6,25%, sedangkan hasil
uji Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) bahwa isolat bakteri endofit
temulawak tidak dapat membunuh bakteri P. acnes.

Hasil identifikasi spesies menggunakan MALDI-TOF MS bahwa isolat ISTL I
1 merupakan spesies Bacillus cereus dengan nilai confident 99,9%, sedangkan
isolat IST I 3 memiliki kemiripan sebesar 50,0% dengan spesies Enterobacter

cloacae.
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5.2 Saran
Saran yang dapat disampaikan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Kurva fase pertumbuhan bakteri endofit perlu dilakukan penambahan waktu
(jam) sampai mencapai fase stationer, sehingga isolat dapat menghasilkan
senyawa metabolit sekunder secara maksimal
2. Diperlukan identifikasi lebih lanjut pada spesies dengan hasil yang perlu dikaji

ulang, menggunakan metode lain, seperti molekuler atau biokimia.
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LAMPIRAN
Lampiran 1. Hasil Identifikasi Bakteri Endofit Rimpang Temulawak
Hasil identifikasi isolat bakteri endofit rimpang temulawak adalah sebagai berikut:

Hasil Identifikasi Makroskopis

Morfologi
Isolat
Bentuk Koloni Tepi Koloni Elevasi Koloni Warna Koloni

ISTLT1 Irregular Entire Rata Putih
ISTI1 Circular Undulate Rata Putih
ISTI2 Circular Entire Rata Putih
ISTI4 Irregular Undulate Rata Putih
ISTII2 Irregular Undulate Rata Putih
ISTII3 Circular Entire Rata Putih
ISTI14 Circular Undulate Rata Putih

Hasil Identifikasi Mikroskopis

Isolat Pewarnaan Gram Bentuk Sel
ISTLT1 Positif Basil
ISTI1 Positif Basil
ISTI2 Positif Basil
ISTT4 Negatif Coccus
ISTII2 Positif Basil
ISTII3 Negatif Basil
ISTII 4 Negatif Coccus
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Lampiran 2. Grafik Isolat Bakteri Endofit

Grafik pertumbuhan isolat bakteri endofit sebagai berikut:

Absorbansi 600 nm (OD)

=@=|STL|1
=@=|ST |1
==@==|ST| 2

IST14
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Lampiran 3. Rumus Perhitungan

3.1

3.2

Perhitungan Diameter Zona Hambat

(Dv - Ds) + (Dh - Ds)
2

Zona Hambat =

Keterangan: D,: Diameter vertikal
Ds: Diameter sumur
Du: Diameter horizontal
Contoh:

(Dv - Ds) + (Dh - Ds)

Zona Hambat =

2
(10,21 —5) + (13,38 —-5)
Zona Hambat = >
521)+(8,38—-5
Zona Hambat = ( ) g )
13,59
Zona Hambat = = 6,795 mm

Perhitungan Rata-Rata KBM

(JK Cawan 1 + JK cawan 2 + JK cawan 3)

Rata — Rata KBM =
Jumlah total cawan

Keterangan: JK: Jumlah Koloni

Contoh

(JK Cawan 1 + JK cawan 2 + JK cawan 3)
Jumlah total cawan

(151 + 283 +124)

Rata — Rata KBM =

Rata — Rata KBM =

3
(151 + 283 +124)
Rata — Rata KBM = 3
(558)
Rata — Rata KBM = T

Rata — Rata KBM = 186
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Lampiran 4. Data Hasil Penelitian

4.1 Data Hasil Uji antibakteri

Ulangan (mm)

Sampel uji Ul Ul2 Rata-rata (mm) Kategori daya hambat
ISTLI1 6,795 3,79 5.2 Sedang
ISTI1 2,38 2,815 2.6 Lemah
ISTI2 0 0 0 Tidak Menghambat
ISTI14 0 0 0 Tidak Menghambat
ISTII2 0 0 0 Tidak Menghambat
ISTII 3 5,15 9,74 7,4 Sedang
ISTII 4 0 00 0 Tidak Menghambat
Kontrol + 44.4 Sangat Kuat
Kontrol — 0 Tidak Menghambat

4.2 Data Uji KHM

Isolat  Ulangan Konsentrasi supernatan (%) K K
100 50 25 12,5 6,25 +
1 + + + + + +
ISTLI1 2 + + - + + +
3 + + + + + +
1 + + + + + +
ISTII3 2 + + + + + +
3 + + + + + +
4.3 Data Uji KBM
Konzz;?)tram : Ula2rlgan . Rata-rata
100 151 283 124 186
50 >300 >300 >300 >300
ISTLT1 25 >300 - >300 >300
12,5 214 >300 >300 >300
6,25 >300 287 156 >300
Kontrol + 0 0 0 0
100 145 102 225 157,3
50 >300 >300 284 >300
IST 11 3 25 >300 200 >300 >300
12,5 256 >300 >300 >300
6,25 71 >300 >300 >300
Kontrol + 0 0 0 0
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Lampiran 5. Gambar Isolat dan Hasil Mikroskopis

5.1 Gambar Isolat

Kode Gambar Kode Gambar
Isolat Isolat

ISTLI1 ISTII2

ISTI1 ISTII3

ISTI12 ISTII 4

ISTI4




5.2 Hasil Mikroskopis
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Kode Kode
Isolat Gambar Isolat Gambar
ISTLI1 ISTII2
ISTI1 ISTII3
ISTI12 ISTII 4

ISTI4




Lampiran 6. Gambar Uji Antibakteri
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+ dan -

Kode Kode
Isolat Gambar Isolat Gambar
ISTLI1 ISTII2
ISTI1 ISTII3
ISTI12 ISTII 4
IST14
Kontrol




Lampiran 7. Gambar Hasil Uji Fitokimia

90

Uji Fitokimia

Flavonoid

Alkaloid

ISTLI1

ISTII3

Saponin

Terpenoid dan Steroid




Lampiran 8. Hasil Uji Konsentrasi Hambat dan Bunuh Minimum

8.1 Hasil KHM (Konsentrasi Hambat Minimum)

Gambar Hasil Uji KHM (Konsentrasi Hambat Minimum)

8.2 Hasil KBM (Konsentrasi Bunuh Minimum)

Sampel Uji Ulangan 1

Ulangan 2

Ulangan 3

ISTLI1
6,25%

ISTLI1
12,5%

ISTLI1
25%
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Sampel uji

Ulangan 1

Ulangan 2

Ulangan 3

ISTLI1
50%

ISTLI1
100%

ISTII3
6,25%

ISTII3
12,5%

ISTII3
25%

ISTII3
50%
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Sampel uji

Ulangan 1

Ulangan 2

Ulangan 3

ISTII3
100%

Kontrol +
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Lampiran 9. Identifikasi MALDI-TOF MS

9.1 Identifikasi Isolat ISTL1 1

BBLK Surabaya m
Jalan Karangmenjangan No.18 .

Surabaya VITEK' MS

- 4
ISOLATE REPORT: 141NFA-1
RESULTS: Validated
Organism type: bacteria
Selected Position Acquisition Date Resuits Confidence Inf 1
v F4 3/28/24 12:54 PM | Bacillus cereus group B 99.9% [None

ACTIONS

3/28/24

12:20 PM E=blech Setup VITEK® MS FLEXPREP
3/28/24 .

12:54 PM VITEKMSACQO1 Acquire

:;/;8/24 ik LabTech Validate Bacillus cereus group

TRACEABILITY

Slide ID: DS130220241

SYSTEM VERSION

VITEK® MS Software Version: : 1.0.0.46
KB Reference: refkb-full-7.6.0.7

Embedded KB Version: 3.2.0

ISOLATE REPORT : 141NFA-1
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9.2 Identifikasi Isolat IST II 3

O

s S
Jalan Karangmenjangan No.18 VITEK' MS

Surabaya

_4

ISOLATE REPORT: 140N-1

RESULTS: Validated

Organism type: bacteria

Selected Position Acquisition Date Results { Confidence Information
F1 3/28/24 1253 PM | Enterobacter asburiae A\, 50.0% |None
v F1 3/28/24 12:53 PM | Enterobacter cloacae A\, 50.0% |None
ACTIONS

3/28/24
12:29 PM LabTech Setup VITEK® MS FLEXPREP
3/28/24 )
12:53 PM VITEKMSACQO1 Acquire
;/518/24 128 LabTech Validate Enterobacter cloacae

TRACEABILITY
Slide ID: DS130220241

SYSTEM VERSION
VITEK® MS Software Version: : 1.0.0.46

KB Reference: refkb-full-7.6.0.7

Embedded KB Version: 3.2.0

3124 12:15PM ISOLATE REPORT : 140N-1
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